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1. Einleitung  
 
Die bovine Mastitis ist die bedeutendste Erkrankung der Milchkühe und führt zu enormen 
finanziellen Belastungen, die besonders durch die verringerte Milchleistung erkrankter Tiere, 
aber auch aufgrund der Verluste durch mit Hemmstoffen belasteter Milch und Remontie-
rungskosten bedingt sind [1]. Neben diesen wirtschaftlichen Faktoren sind Mastitiden auch 
für das Tierwohl von großer Bedeutung, da diese Infektionskrankheiten zu starken Schmerzen 
und einer Einschränkung des Allgemeinbefindens führen können. Auch subklinische Mastiti-
tiden sind häufig und können zu einer erhöhten Zellzahl in der Milch führen und so die Quali-
tät der Milch und folglich die Einnahmen reduzieren [2]. In den meisten Fällen sind bakteriel-
le Mikroorganismen Auslöser der bovinen Mastitis, seltener sind toxische oder traumatische 
Ursachen verantwortlich. Zur Behandlung werden Antibiotika eingesetzt, wobei der Erfolg 
stark vom ursächlichen Agens und dessen Resistenzprofil in Kombination mit dem eingesetz-
ten Wirkstoff abhängig ist. Besonders die Beteiligung (multi-) resistenter Pathogene am In-
fektionsgeschehen kann zu einer langwierigen oder erfolglosen Behandlung führen. In 
deutschlandweiten Studien konnten in bis zu 4,3 % der Milchproben von klinisch an Mastitis 
erkrankten Rindern β-Laktamasen mit einem erweiterten Substratspektrum (engl. Extended-
Spectrum beta-Lactamase, ESBL) produzierende Escherichia (E.) coli nachgewiesen werden 
[3, 4]. Darüber hinaus sind viele der Mastitis-assoziierten Bakterienspezies in der Lage, Bio-
filme zu bilden. In diesen von einer schleimartigen Matrix umgebenen sessilen mikrobiellen 
Gemeinschaften [5] tolerieren Bakterien eine vielfache erhöhte Konzentration antimikrobiel-
ler Wirkstoffe als planktonische Bakterien [6, 7]. Die Besiedlung verschiedener Oberflächen 
durch Biofilme spielt nicht nur in der Landwirtschaft und Lebensmittelindustrie eine ent-
scheidende Rolle, sondern auch in der Human- und Veterinärmedizin. Aufgrund ihrer hohen 
Widerstandsfähigkeit gegen unterschiedlichste äußere Einflüsse stellen Biofilme besondere 
Herausforderungen an die Dekontamination und Desinfektion. In Biofilmen können Resis-
tenz-vermittelnde Gene zudem mit einer stark erhöhten Rate innerhalb und auch zwischen den 
beteiligten bakteriellen Spezies ausgetauscht und somit effektiv verbreitet werden [7].  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten die Resistenzprofile aktueller Mastitisisolate und 
die Eigenschaft der Isolate, Biofilme zu bilden, analysiert werden. Um einen Überblick über 
die Resistenzlage aktueller Mastitisisolate zu gewinnen, sollten die phänotypischen Resis-
tenzprofile durch die Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK) gängiger zur 





Biofilm-bildenen Fähigkeiten der Isolate sollte ein neuer und vor allem quantifizierbarer 
Assay etabliert werden. Darüber hinaus sollte ein am Fraunhofer-Institut für Zelltherapie und 
Immunologie etabliertes Verfahren zur Kopplung antimikrobieller Peptide an verschiedene 
Oberflächen auf seine Wirksamkeit hin untersucht werden. Dabei sollte sich die Analyse an 
der DIN ISO 22196 (Messung von antibakterieller Aktivität auf Kunststoff- und anderen 
porenfreien Oberflächen) orientieren. Diese Oberflächenmodifikation soll der Ausbildung von 
Biofilmen durch eine Verminderung der initialen Adhäsion entgegen wirken und die mikrobi-




2.1.1. Definition und Geschichte 
 
Als Biofilm bezeichnet man eine Gemeinschaft von Mikroorganismen, die an einer lebenden 
oder unbelebten Oberfläche zwischen zwei verschiedenen Phasen haftet und von einer selbst 
produzierten Matrix umgeben ist [5]. Bereits im 17. Jahrhundert beschrieb Antoni van Leeu-
wenhoek kleinste lebende Strukturen auf seinen Zähnen [8], bei denen es sich, wie heute 
bekannt ist, um Bakterien handelte, die in einem Biofilm organisiert waren. Die Tendenz 
mariner Bakterien sich insbesondere auf festen Oberflächen anzusiedeln, wurde bereits im 
Jahr 1936 beschrieben [9].   
Für Biofilm-Fossilien aus dem südafrikanischen Barberton Greenstone Belt konnte ein Alter 
von ca. 3,4 Milliarden Jahre nachgewiesen werden [10]. Ähnliche Fossilien in einer Hydro-
thermalquelle in Australien wurden auf ein Alter von 3,2 Millionen Jahre datiert [11]. Dies 
unterstreicht die Bedeutung von Biofilmen als natürliche Lebensweise von Bakterien und 
steht in starkem Kontrast zu den meisten experimentellen Kultivierungsbedingungen, die oft 
lediglich planktonische Bakterien berücksichtigen. Arbeiten an singulären, planktonischen 
Zellen lassen zwar Rückschlüsse hinsichtlich Genetik, Metabolismus und der Beteiligung 
einzelner Pathogene an bestimmte Krankheiten zu, sind jedoch für das Verständnis des Zu-
sammenlebens von Bakterien unzureichend [12].   
Da es sich bei Biofilmen nicht nur um die natürliche, sondern auch um eine besonders hin-
sichtlich der Pathogenität relevante Lebensweise handelt, ist die detaillierte Entschlüsselung 





Bakterien, die in einem Biofilm leben, zeigen eine hohe Toleranz gegenüber physikalischen 
Einflüssen wie Strahlung und Austrocknung, gegen chemische Einwirkung wie Oxidation, 
aber auch gegen die Wirkung von Bioziden und Antibiotika [14]. Seit langem ist bekannt, 
dass sessile Bakterien in Biofilmen bis zu 1.000-fach höhere Antibiotika-Konzentrationen im 
Vergleich zu den gleichen Bakterien in ihrem planktonischen Zustand tolerieren können [6, 
7]. Die Resistenz gegen verschiedene Biozide kann um ein 50-faches bis 600-faches erhöht 
sein [15]. Ausgelöst werden diese Resistenzen durch eine Kombination verschiedener Mecha-
nismen. Antibiotika sind teils nicht in der Lage, in einen Biofilm zu diffundieren, da sie von 
der extrazellulären Matrix aufgehalten werden. Geladene Polysaccharide und die enthaltene 
extrazelluläre Desoxyribonukleinsäure (engl. deoxyribose nucleic acid, DNA) können zudem 
verschiedene geladene Antibiotika wie Vancomycin binden und inaktivieren [16, 17]. Die 
negativ-geladene DNA ist dabei ein Chelatbildner für einige positiv geladene Antibiotika [18] 
und für Metallionen [19, 20]. Sind multi-resistente (engl. multi-drug resistant; MDR) Erreger 
an der Ausbildung von Biofilmen beteiligt, addieren sich die entsprechenden Resistenzen auf 
und die Widerstandsfähigkeit des gesamten Biofilms steigt. Der in Biofilmen erhöhte horizon-
tale Gentransfer kann zudem zu einer effektiveren Ausbreitung der genetischen Grundlagen 
der Resistenzen und somit auch der phänotypischen Resistenz führen – sowohl innerhalb 
einer als auch zwischen verschiedenen bakteriellen Spezies [21].   
Bakterien werden in einem Biofilm unterschiedlich stark mit Sauerstoff und Nährstoffen 
versorgt. In tiefliegenden Schichten sorgt die geringe Bioverfügbarkeit dieser Stoffe für einen 
stark reduzierten Metabolismus der Bakterien, was eine Unempfindlichkeit dieser ruhenden 
Population gegenüber solchen antibiotischen Wirkstoffen mit sich bringt, die vor allem auf 
sich teilende Zellen wirken, beispielhaft genannt sei hier die Gruppe der β-Lactam-
Antibiotika [22].  
Die Matrix, die zu großen Teilen von den Bakterien selbst produziert ist und sie umhüllt [23], 
schützt Biofilme nicht nur vor antimikrobiell wirksamen Substanzen, sondern auch vor dem 
Immunsystem des Wirtes und verhindert durch die Maskierung antigener Strukturen auf der 
Bakterienoberfläche die Wirkung von Antikörpern [24], Bakteriophagen [25] und phagozytie-
renden Zellen [26, 27].  
Der Biofilm bietet weiterhin Schutz vor dem Abschwemmen der Bakterien, beispielsweise in 
marinen Lebensräumen oder aber durch den Blutstrom und bildet die Quelle für Neuinfektio-






2.1.2. Bedeutung für Industrie und Infektionskrankheiten 
 
Zu den Bereichen, in denen verstärkt mit einer Biofilmbildung zu rechnen ist, zählen Rohrlei-
tungen, wie das Abwasserleitungs- und –aufbereitungssystem sowie Trinkwassersysteme. 
Leitungen können durch die Biofilme teils stark verstopfen, was die Fließgeschwindigkeit des 
Wassers herabsetzt und mit einem höheren Energieaufwand für den Berieb der Leitungen 
verbunden ist [30, 31]. Selbst ein erhöhter Chlorgehalt im Wasser verhindert die Biofilmbil-
dung nicht vollständig [32]. In Kühltürmen und Wärmetauschern behindern aufgewachsene 
Biofilme den Wärmetransfer und mindern die Effektivität der Geräte [33]. Die Ansiedlung 
von vor allem aus Algen bestehenden Biofilmen auf Schiffsrümpfen führt durch einen erhöh-
ten Wasserwiderstand zu einem steigenden Kraftstoffverbrauch und somit ökonomischen 
Folgen für die Reedereien [34].  
Das Anhaften von Bakterien an Lebensmitteln oder an Oberflächen, die mit Lebensmitteln in 
Kontakt kommen, kann zu einem vorzeitigen Verderben der Waren führen [35, 36]. In der 
Milchindustrie bilden unzureichend gereinigte und desinfizierte Gerätschaften eine der 
Hauptkontaminationsquellen für Milch und Milchprodukte [37]. Der Verzehr solch kontami-
nierter Produkte birgt ein Gesundheitsrisiko für den Menschen [38].   
Biofilme spielen in verschiedensten Infektionsgeschehen eine entscheidende Rolle. Nach 
Schätzungen des Centers for Disease Control and Prevention (CDC) der USA werden 65 % 
aller mikrobiellen Infektionen im menschlichen Körper durch Biofilme verursacht [39]. Zu 
den bedeutendsten Biofilm-assoziierten humanen Infektionen zählt die Mukoviszidose. Dabei 
bildet sich in der Lunge ein dicker, verklebter Schleim, der die Atemwege blockiert und die 
Atmung behindert [40]. Achtzig Prozent der Patienten leiden unter einer chronischen Pseu-
domonas (P.) aeruginosa Infektion, die in vielen Fällen nosokomial erworben wurde [41, 42]. 
Die in der Lunge gebildeten Biofilme sind ein Herd permanenter Reinfektionen für den Pati-
enten [43]. Darüber hinaus verursachen verschiedene Virulenzfaktoren von P. aeruginosa, 
wie Alginat, weitere Organschäden durch eine gesteigerte Antikörperproduktion und Bildung 
von Immunkomplexen [44]. Es kommt zu einer Aktivierung des Komplementsystems, einer 
verstärkten Rekrutierung neutrophiler Granoluzyten und der Ausschüttung lysierender Enzy-
me [45, 46]. 
Die menschliche Mundhöhle bildet ein einzigartiges Biotop für über 700 verschiedene Proka-
ryoten [47]. Das gesunde Mikrobiom des Mundes und die Zusammensetzung eines Zahnstein 





iert ist, unterscheiden sich grundlegend [48]. Das natürliche Mikrobiom des Mundes beinhal-
tet hauptsächlich Gram-positive Kokken wie verschiedene Streptokokken, Gram-positive 
Stäbchen wie Actinomyces spp. und einige Gram-negative Kokken wie Neisseria spp. Mit 
steigender Dicke des Plaques nimmt die Zahl anaerober Bakterien wie Fusobacterium nuclea-
tum, Actinobacillus actinomycetemcomitans und Porphyromonas gingivalis, zu [49].   
In chronischen, schwer heilenden Wunden können häufig Biofilme verschiedener Spezies wie 
beispielsweise S. aureus und P. aeruginosa, nachgewiesen werden [50, 51]. Eine besondere 
Herausforderung stellen Biofilme im Zusammenhang mit dem Einsatz und der Implantation 
von Medizinprodukten dar. So lassen sich beispielsweise auf und in nahezu allen eingesetzten 
Blasenkathetern Biofilme nachweisen, die in der Lage sind, Harnwegsinfekte auszulösen oder 
durch die Verlegung des Lumens den Austausch des Katheters erforderlich machen [52]. 
Staphylokokken sind die häufigsten Auslöser von Infektionen an künstlichen Gelenken [53], 
da sie die Implantatoberfläche bei einer Bakteriämie über das Blut oder die Lymphflüssigkeit 
erreichen oder während bzw. kurz nach der Operation in die Wunde gelangen können [54]. 
Das durchschnittliche Risiko nach einer Bakteriämie an einer Implantat-assoziierten Infektion 
zu erkranken ist mit 0,3 % gering [55]. Ist jedoch S. aureus für diese Bakteriämie verantwort-
lich konnte ein weitaus höheres Erkrankungsrisiko von bis 34 % nachgewiesen werden [56]. 
Wie es zu diesem deutlich erhöhten Risiko kommt, konnte nicht abschließend geklärt werden. 
Alle genannten Biofilm-assoziierten Infektionen sind auch in der Veterinärmedizin von gro-
ßer Bedeutung und stehen hier ebenfalls mit nosokomial erworbenen Infektionen in Zusam-
menhang. So konnten beispielsweise in vaskulären Kathetern beim Pferd Biofilm-bildende 
Bakterien wie Acinetobacter baumannii nachgewiesen werden [57]. Eine weitere veterinär-
medizinische Erkrankung, in der Biofilme eine entscheidende Rolle spielen, ist die bovine 
Mastitis. Es handelt sich dabei um die finanziell kostspieligste Erkrankung in der Milchvieh-
haltung. Sie kann beispielsweise von S. aureus unter anderem durch den Kontakt mit konta-
miniertem Material (Zitzengummi, Hände des Melkenden) während des Melkprozesses aus-






2.1.3. Experimentelle Verfahren zur Untersuchung von Biofilmen 
 
In den vergangenen 40 Jahren konnten aufgrund des steigenden Verständnisses für die Rele-
vanz von Biofilmen, aber auch durch technologische Fortschritte, zahlreiche neue Erkenntnis-
se über diese mikrobiellen Gemeinschaften gewonnen werden. Neue bildgebende Verfahren 
geben Einblicke in die Struktur und Architektur von Biofilmen [61]. Proteom- und Transkrip-
tomanalysen ermöglichen die Charakterisierung der genotypischen und phänotypischen Un-
terschiede verschiedener Bakterienpopulationen innerhalb eines Biofilms [62]. Grundlage für 
diese Untersuchungen bilden jedoch Protokolle, die die Quantifizierung Biofilm-bildender 
Eigenschaften und die stabile und reproduzierbare Anzucht von Biofilmen ermöglichen [63]. 
Eine Methodenübersicht ist in Tabelle 1 (Tab. 1) aufgeführt. Die verbreitetste unter diesen 
Methoden ist die Kultivierung von Biofilmen in Mikrotiterplatten. Diese Methode wurde 
ursprünglich genutzt, um die Anlagerung von Bakterien an abiotische Oberflächen zu unter-
suchen [64]. Verlängerte Inkubationszeiten erlauben die Analyse reiferer Biofilme [65]. Zu 
verschiedenen Zeitpunkten können die planktonischen Bakterien durch sorgfältig standardi-
sierte Waschschritte entfernt werden und die sessilen Biofilme im weiteren Verlauf unter 
Nutzung von Färbeprotokollen zur Bestimmung der Biofilmmasse oder das Ablösen des 
Biofilms und die Bestimmung der Kolonie-bildenden Einheiten (KbE) untersucht werden. Die 
Analyse von Biofilmen in Mikrotiterplatten erlaubt die Testung zahlreicher Biofilme inner-
halb kürzester Zeit. Die hier bestimmte Biofilmmasse kann zu gewissen Teilen allerdings aus 
sedimentierten und von der Matrix eingeschlossen Bakterien bestehen, die nicht in die eigent-
liche Ausbildung des Biofilms involviert sind [63]. Eine Möglichkeit dies zu umgehen bietet 
das Calgary-Biofilm-Device, bei dem die Biofilmbildung nicht am Boden der Mikrotiterplat-
ten, sondern an einem mit Ausstülpungen versehenem Deckel erfolgt. Dieses Verfahren wird 
unter anderem zur Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration bestimmter antimikrobi-
eller Wirkstoffe auf Biofilme eingesetzt. Ein aufgewachsener Biofilm kann mittels Ultraschall 
abgelöst und weiter analysiert werden [7]. Dabei ist zu beachten, dass nur unter bestimmten 
Voraussetzungen die gesamte bakterielle Population abgelöst wird [66, 67] und die physiolo-
gischen Eigenschaften der abgelösten Bakterien nicht zwingend mit denen der sessilen Popu-
lation übereinstimmen [68]. Weiterhin können Biofilme in verschiedenen Reaktoren ange-
züchtet werden. Der Drip Flow Biofilmreaktor besteht aus vier parallel angeordneten, mit 
Ventilen versehenen Kammern durch die Medium geleitet wird und in denen die Biofilmbil-
dung auf speziellen Coupons erfolgt [69]. Er bietet ein einfaches, platzsparendes Handling 





können [63, 70]. In verschiedenen rotierenden Biofilmreaktoren können Biofilme unter kon-
stanten Scherkräften auf unterschiedlichen Materialien angezüchtet werden. Allerdings ist die 
Anzahl der parallel analysierbaren Isolate gering und der offene Aufbau führt leicht zu Kon-
taminationen [63]. Diverse Systeme, wie Flusszellen, erlauben weiterhin die direkte mikro-
skopische Untersuchung von Biofilmen [71, 72].   
Für die Anaylse von Biofilmen kann beispielsweise die Biomasse, der untersuchten Biofilme 
z.B. durch den Einsatz von Kristallviolett verglichen werden [64, 73]. Kristallviolett färbt 
neben lebenden und toten Bakterien auch Bestandteile der Biofilmmatrix an und lässt sich 
einfach und in Hochdurchsatz-Verfahren einsetzen [74]. Limitierende Faktoren dieser Metho-
de sind die Waschschritte, die notwendig sind, um planktonische Bakterien und den ungebun-
denen Farbstoff zu entfernen, da sie so standardisiert werden müssen, dass der Assay reprodu-
zierbar ist und möglichst wenige, dem Biofilm zugehörende Bakterien entfernt werden [75]. 
Die unspezifische Färbung der Matrixbestandteile durch Kristallviolett und die Vielzahl ver-
schiedener Protokolle für diesen Assay beeinträchtigen die Vergleichbarkeit der in unter-
schiedlichen Laboren gewonnenen Ergebnisse deutlich [76]. Andere kolorimetrische Verfah-
ren, wie der Einsatz von 2,3-bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-
Carboxanilide, das kurz als XTT bezeichnet wird [77] oder Resazurin [78, 79], ermöglichen 
den Nachweis metabolisch aktiver Bakterienzellen in einem Biofilm. Diese Assays können 
bei einer Vielzahl verschiedener Mikroorganismen angewendet werden und ihre einfache 
Handhabung ermöglicht Hochdurchsatz-Verfahren. Die hohe Nachweisgrenze der Methoden 
von ca. 10³-108 KbE/Biofilm und die fehlende Möglichkeit der Untersuchung komplexer 
Biofilme aufgrund unterschiedlicher metabolischer Umsätze der einzelnen mikrobiellen Spe-
zies und dem damit einhergehend unterschiedlichen Anteil an der Farbstoffumsetzung sind 
die Nachteile der kolorimetrischen Assays [80, 81]. Über diese indirekten Nachweismethoden 
hinaus erlauben mikroskopische Verfahren die direkte Untersuchung bestehender Biofilme, 






Tab. 1: Testsysteme zur Untersuchung von Biofilmen 
Verfahren Anwendung Vorteile Nachteile 
Anzucht in Mikro-
titerplatten 
Nachweis der Biofilmbildung 





kein spezielles Equipment notwendig 
[63] 
Schwierige Standardisierung  
Schlechte Reproduzierbarkeit 





Nachweis der Biofilmbildung 
Bestimmung der minimalen 
Hemmkonzentration von 
antimikrobiellen Wirkstoffen 
gegen Biofilme [7] 
Hochdurchsatzverfahren 
Einfache Durchführung [7] 
 
Vollständige Ablösung des gesamten Biofilms 
muss gewährleistet sein [66, 67] 
Abgelöste Bakterienpopulation teils mit ande-
ren Eigenschaften als Biofilm [68] 
Biofilmreaktoren Nachweis der Biofilmbildung 
auf Coupons [69] 
Unkomplizierte Handhabung 
Analyse verschiedener Materialien 
möglich [63, 70] 
Kein Hochdurchsatzverfahren 
Hohes Kontaminationsrisiko [63] 






2.1.4. Lebenszyklus von Biofilmen 
 
Der Lebenszyklus eines Biofilms lässt sich in mehrere Phasen unterteilen, die in Abbildung 1 
(Abb. 1) dargestellt sind. In der ersten Phase, der initialen Anlagerung, beginnen Bakterien 
lose und reversibel an einer Oberfläche anzuhaften. Die angesiedelten Bakterien durchlaufen 
noch nicht den Differenzierungsprozess, der zu einer Biofilmbildung führt, können sich wie-
der ablösen und zu ihrer planktonischen Lebensweise zurückkehren [82]. Angelagerte Bakte-
rien können sich zuckend bewegen und Aggregate bilden [65]. Während der irreversiblen 
Anlagerung in der zweiten Phase beginnen die Bakterien extrazelluläre polymere Substanzen 
(EPS) zu produzieren und fest am Untergrund zu haften [83]. Die beginnende Reifung des 
Biofilms ist als dritte Phase seines Lebenszyklus durch die Ausbildung der ersten Poren und 
Wasserkanäle gekennzeichnet. In der vierten Phase hat sich ein reifer Biofilm mit einer kom-
plexen Struktur aus Mikrokolonien, Poren und Wasserkanälen gebildet [84]. Bakterien, die in 
einem Biofilm wachsen, unterscheiden sich hinsichtlich Genexpression und Proteinprofil 
deutlich von planktonischen Bakterien, in denen hohe Zellwachstumsraten und eine schnelle 
Reproduktion nachweisbar sind. Die im Biofilm stark exprimierten Proteine und Gene regu-
lieren den Metabolismus, die Phospholipidsynthese, den Membrantransport und die Sekretion 
[85]. Der Lebenszyklus eines Biofilms schließt mit der fünften Phase, der Freisetzung von 
planktonischen Zellen, die in der Lage sind, neue Oberflächen zu besiedeln. Dieser Prozess ist 
aktiv steuerbar, beispielsweise durch eine reduzierte Produktion von EPS [86] oder die Syn-







Abb. 1: Schematische Darstellung des Lebenszyklus von Biofilmen 
Die Entwicklung eines Biofilms lässt sich in fünf Phasen unterteilen: Nach dem ersten, reversiblen 
Kontakt der Bakterien mit einer Oberfläche (1), beginnen die Bakterien fest an der Oberfläche zu 
haften und extrazelluläre polymere Substanzen (EPS) zu produzieren (2). Im weiteren Prozess bildet 
sich die Architektur eines Biofilms aus (3), die in einem reifen Biofilm durch Poren und Wasserka-
näle gekennzeichnet ist (4). Der Lebenszyklus schließt mit der Freisetzung planktonischer Bakterien 
(5). Eigene Darstellung modifiziert nach Stoodley et al. 2002 [83] 
 
2.1.5. Extrazelluläre Matrix 
 
Bakterien, die in einem Biofilm leben, sind von einer selbstproduzierten, schleimartigen 
Matrix umgeben, die aus Wasser sowie EPS zusammengesetzt ist. Zu den EPS gehören Poly-
saccharide, Proteine, Lipide und Nukleinsäuren [21, 87]. Die Trockenmasse eines Biofilms 
besteht lediglich zu 10 % aus Bakterienzellen, das Gros macht mit 90 % die extrazelluläre 
Matrix des Biofilms aus [23]. Wasser wiederum bildet den Hauptbestandteil der extrazellulä-
ren Matrix. Im Falle von Schwankungen der Wasserversorgung in der Umgebung werden so 
gleichbleibende Bedingungen für die angesiedelten Bakterien sichergestellt [88].  
Neben Wasser bilden die Exopolysaccharide den größten Anteil an der extrazellulären Matrix 
[89, 90]. Die langen linearen oder verzweigten Polysaccharide lagern sich an die Zelloberflä-
chen der Bakterien an und bilden Netzwerke zwischen diesen aus [91]. Bestimmte Exopoly-
saccharide sind auch wichtige Pathogenitätsfaktoren wie beispielsweise das Polysaccharid 
Interzelluläres Adhäsin (PIA) von Staphylococcus (S.) aureus oder S. epidermidis, das es den 
Bakterien ermöglicht, sich beispielsweise auf medizinischen Implantaten anzusiedeln [92]. 
Zu den in EPS vorkommenden Proteinen zählen Enzyme, deren Hauptfunktion im Abbau von 
Polymeren der Biofilmmatrix besteht und die auf diese Weise Kohlenstoffquellen für die 





betrachtet werden [23, 93]. Die Synthese und Aktivierung dieser Enzyme erfolgt unter ande-
rem in Abhängigkeit wechselnder Umweltbedingungen wie einem sich ändernden Nährstoff-
angebot [94, 95]. Andere Proteine sind für die strukturelle Stabilität und Integrität der Matrix 
verantwortlich und stützen das Exopolysaccharid-Netzwerk [96, 97]. Eine weitere Gruppe 
bilden Biofilm-assoziierte Oberflächenproteine (engl. Biofilm-associated surface proteins, 
BAP) in S. aureus. Durch die Förderung der Biofilmbildung sind diese Proteine in den Infek-
tionsprozess involviert [98]. Bestimmte Eiweißbestandteile lagern sich zu Amyloiden zu-
sammen und vermitteln die Bindung an die zu besiedelnde Oberfläche [99]. 
Lipide erfüllen in der Biofilmmatrix strukturelle Aufgaben, wie die Anlagerung an bestimmte 
Oberflächen [100] und ermöglichen durch das Lösen hydrophober Stoffe deren Aufnahme 
durch die Bakterien [101].  
Die in der Matrix enthaltene extrazelluläre DNA ist nicht allein ein Überrest lysierter Bakte-
rien, sondern wird zudem aktiv zur Stärkung der strukturellen Integrität des Biofilms sezer-
niert [21, 102]. Nach der Zugabe von DNase und dem damit verbundenen Abbau der extrazel-
lulären DNA kann die Auflösung von Biofilmen mikroskopisch beobachtet werden [103]. Die 
extrazelluläre DNA ist damit ausschlaggebend für strukturelle Verbindungen zwischen den 
Bakterien [104] und die koordinierte Ausbreitung des Biofilms [105], indem sich Bakterien an 
konzentrierten DNA-Molekülen ausrichten [106].  
In Tab. 2 ist ein Überblick über die extrazellulären Bestandteile von Biofilmen und deren 







Tab. 2: Bestandteile der Biofilmmatrix und ihre Funktionen 
Matrixbestandteil Funktion 
Wasser Aufrechterhaltung beständiger Bedingungen im Biofilm bei 
Schwankungen der äußeren Einflüsse [88] 
Polysaccharide Strukturelle Vernetzung der Matrix [91],  
Pathogenitätsfaktoren [92] 
Proteine, Enzyme Bereitstellung von Kohlenhydratquellen [23, 93],  
Stützen der Struktur als Gerüstproteine [96, 97],  
Verstärkung der Bindung an die Oberfläche [99] 
Lipide Vermittlung des Anhaftens an bestimmte Oberflächen [100],  
Lösen hydrophober Stoffe [101] 
Extrazelluläre DNA Strukturelle Vernetzung [104],  
Koordination des Biofilms [105] 
 
Die Matrix bildet das Grundgerüst für die strukturelle Stabilität und den Zusammenhalt eines 
Biofilms [107] und vermittelt die Adhäsion an die besiedelte Oberfläche [23]. Darüber hinaus 
ermöglicht der enge Kontakt und die damit einhergehenden Interaktionen zwischen den Zel-
len, vermittelt durch die EPS, die Zell-Zell-Kommunikation (siehe Kapitel 2.1.6). Mit der 
Matrix stellt ein Biofilm permanent Nährstoffe in Form sekretierter EPS und der aus lysierten 
Bakterien freigesetzten Stoffe für die im Inneren lokalisierten Bakterienzellen bereit [23]. Da 
zu den freigegebenen Substraten auch Nukleinsäuren zählen, erhöht sich der horizontale 
Gentransfer in einem Biofilm um ein Vielfaches im Vergleich zu planktonisch lebenden 
Bakterien [21, 108]. Die Zusammensetzung der EPS variiert stark je nach beteiligten Mikro-
organismen, auftretenden Scherkräften, der Temperatur und den verfügbaren Nährstoffen in 
der Umgebung, zwischen verschiedenen, aber auch innerhalb einzelner Biofilme [87, 102]. 
Durch die unterschiedliche Verteilung von EPS in einem Biofilm bilden sich Bereiche ver-
schiedener biochemischer Umgebungen aus, die enzymatisch modifiziert werden und der 
bakteriellen Gemeinschaft die schnelle Reaktion auf sich verändernde Umweltbedingungen 






2.1.6. Kommunikation der Bakterien in Biofilmen und komplexe Biofilme 
 
Lange Zeit wurde davon ausgegangen, dass Bakterien eine strikt einzellige Lebensweise 
führen. In einem Biofilm gehen die zwischen Bakterien stattfindenden Interaktionen jedoch 
über den rein physikalischen Kontakt hinaus. Die Kommunikation zwischen den einzelnen 
Zellen erfolgt durch die Synthese, Sekretion und Detektion kleiner, diffusionsfähiger Molekü-
le, sogenannter Autoinducer, und wird als Quorum Sensing bezeichnet [111, 112]. Die Kon-
zentration dieser Autoinducer gibt den am Biofilm beteiligten Zellen unter anderem Auskunft 
über die Populationsdichte. Gene, welche die Biofilmbildung auslösen, können koordiniert 
exprimiert werden, wodurch die bakterielle Gemeinschaft in der Lage ist, auf sich ändernde 
äußere Einflüsse zu reagieren [111, 112]. Bei bis-zyklischem Guanosinmonophosphat handelt 
es sich um ein für die Regulation des Lebenszyklus und der Ausbildung von Biofilm beson-
ders relevantes Molekül [113]. Es gilt in den meisten Fällen als Promotor der Biofilmbildung 
und aktiviert die Expression von Adhäsien und Matrixbestandteilen [114].  
Erst seit kurzem ist bekannt, dass Bakterien in Biofilmen auch durch die Übertragung elektri-
scher Signale kommunizieren können [115]. Dies ermöglicht Gram-positiven wie –negativen 
Bakterien über Speziesgrenzen hinweg eine Verständigung durch pulsierende Wellen von 
Kalium-Ionen, die sich im Biofilm und darüber hinweg auch in dessen Umgebung ausbreiten 
können [115]. Dieser oszillierende Kaliumgradient führt zu einem „metabolischen Gleich-
klang“ im Biofilm, welcher der Versorgung der Gemeinschaft mit Nährstoffen insgesamt 
dient. Darüber hinaus können durch Kaliumgradienten motile Bakterien anderer Spezies, wie 
z.B. Pseudomonas (P.) aeruginosa angelockt werden, die dann in den Biofilm einwandern 
[115]. 
Natürlich vorkommende Biofilme bestehen in der Regel nicht nur aus einer Spezies, sondern 
setzen sich aus Bakterien mehrerer Spezies zusammen. Die für die Bildung eines Biofilm 
ausschlaggebenden Interaktionen zwischen den Bakterien erfolgen über Speziesgrenzen hin-
weg und in Abhängigkeit der jeweiligen Umweltbedingungen [116]. Adhäsine vermitteln die 
Koaggregation in Multispezies-Biofilmen [117] und die Interaktion zwischen Bakterien und 
Pilzen [118, 119]. Das Adhäsin SspB von Streptococcus oralis, einem der primären Besiedler 
der humanen Mundhöhle, interagiert mit dem Zellwandprotein Als3 von Candida albicans 
und vermittelt auf diese Weise die Kommunikation zwischen Bakterien und Pilzen [120]. Für 
die Ausbildung eines komplexen Biofilms sind darüber hinaus Flagellen und Pili vorteilhaft. 





dung eines Biofilms mit S. aureus nachgewiesen werden [117]. Biofilme aus Bakterien meh-
rerer Gattungen, vor allem Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Enterococcus spp., Pseu-
domonas spp. oder verschiedener Enterobakterien, konnten mikroskopisch in Biopsieproben 
chronischer Wundinfektionen und aus blockierten Harnkathetern in unterschiedlichen Kom-
binationen nachgewiesen werden [50, 121-126].  
 
2.2. Antimikrobiell wirksame Peptide (AMPs) 
 
Antimikrobielle Peptide (AMPs) wurden erstmalig 1939 beschrieben. René Dubos gelang es, 
einen Peptidcocktail aus den AMPs, Gramicidin A, B und C, mit einer Länge von jeweils 15 
Aminosäuren und je nur einer Aminosäure Unterschied aus dem Bodenbakterium Bacillus 
brevis zu isolieren, das sowohl in vitro als auch in vivo starke antimikrobielle Eigenschaften 
gegen Gram-positive Bakterien zeigt [127, 128].  
Die antimikrobiellen Eigenschaften konnten in unterschiedlichen Experimenten nachgewiesen 
werden. So schützte es Mäuse vor einer Infektion mit Pneumokokken, führte zu einer be-
schleunigten Wundheilung und zeigte einen positiven Effekt auf infizierte Wunden im Maus-
modell [127]. Seit ihrer Erstbeschreibung sind in „The Antimicrobial Peptide Database“ 
derzeit über 3000 antimikrobielle Peptide gelistet (Stand Dezember 2019) [129]. 
AMPs können in nahezu allen Lebewesen, von Prokaryonten bis zum Menschen, nachgewie-
sen werden (Abb. 2). Bakterien produzieren AMPs, vornehmlich um den eigenen Zugang zu 
Nährstoffen sicherzustellen und konkurrierende mikrobielle Spezies abzutöten [130]. In höhe-
ren Organismen handelt sich um einen evolutionär alten und elementaren Aspekt des angebo-






Abb. 2: Übersicht über die Herkunft antimikrobieller Peptide 
Stand Dezember 2019 aus der „Antimicrobial Peptide Database“ (Zugriff am 04.12.2019, http:// 
http://aps.unmc.edu/AP/) [129] 
 
Bei den meisten AMPs handelt es sich um relativ kurze Peptide, bestehend aus bis zu 100 
Aminosäuren, mit einer positiven Nettoladung aufgrund eines hohen Anteils an Arginin, 
Lysin oder auch Histidin. Dies begünstigt die Interaktion mit den meist negativ geladenen 
Zellmembranen von Prokaryonten [133, 134]. AMPs sind weiterhin amphipathisch und besit-
zen somit sowohl hydrophile als auch lipophile Eigenschaften, was zu ihrer flexiblen Struktur 
beiträgt [135]. Aufgrund ihrer lipophilen Bestandteile, beispielsweise durch die häufig in den 
Peptiden vorkommenden Aminosäuren Valin, Leucin, Isoleucin und Alanin, können sich 
AMPs in Zellmembranen einlagern und deren Integrität stören [136].  
Die Einteilung von AMPs erfolgt anhand ihrer Sekundärstruktur in α-helikale Peptide, Peptide 
mit β-Faltblattelementen, die durch Disulfidbrücken stabilisiert werden sowie Peptide mit 







Abb. 3: Strukturen antimikrobieller Peptide 
AMPs Einteilung aufgrund ihrer Sekundärstruktur in α-helikale Peptide (a), Peptide mit β-
Faltblattelementen (b) und Peptide mit flexiblen Strukturen (c), eigene Darstellung erstellt mit Bio-
Render.com 
 
2.2.1. Bedeutung und Synthese 
 
Verschiedene AMPs sind in der Lage, sowohl Gram-positive als auch Gram-negative Bakte-
rien, sowie Pilze und Viren abzutöten [131, 138, 139]. Darüber hinaus wirken einige AMPs 
gegen Tumorzellen, durch deren erhöhten Anteil an negativ geladenen Phosphatidylserin auf 
der Zelloberfläche [133, 140]. Über diese direkte Wirkung hinaus können bestimmte AMPs 
auch das Immunsystem regulieren und auf diesem Wege antiinfektiv wirken [141, 142]. Da 
Pflanzen und Wirbellose nicht über ein erworbenes Immunsystem verfügen, sind AMPs für 
sie entscheidend bei der Abwehr von Infektionen [143, 144]. In Säugetieren lassen sie sich in 
allen Geweben, die an der initialen Abwehr von Pathogenen beteiligt sind, nachweisen. Sie 
werden, meist als inaktive Precursor mit mehreren Kopien des jeweiligen AMP [145, 146], 
vor allem in Leukozyten produziert und in deren Granula eingelagert oder von Haut- bzw. 
Schleimhautepithelzellen sezerniert [147, 148]. Die Aktivierung der großen Precursormolekü-
le erfolgt durch proteolytische Spaltung [145]. Die AMP-Synthese kann weiterhin durch die 
Ausschüttung von Cytokinen oder das Erkennen von mikrobiellen Pathogen-assoziierten 
Mustern (engl. pathogen associated molecular patterns, PAMPs) induziert werden [131, 137]. 
Das bovine β-Defensin der Luftröhre wird beispielsweise zur Abwehr einer Infektion von den 





atmet werden. Bindet das LPS an den spezifischen Rezeptor der Wirtszelle, wird eine Signal-
kaskade über den NF-κB-Komplex ausgelöst, die in der Expression des Peptids resultiert und 
durch die Bildung von Poren in der bakteriellen Zellwand zu deren Lyse führt [149, 150]. Ein 
weiteres Beispiel für die Freisetzung von AMPs ist die Ausschüttung Defensin-haltiger Gra-
nula durch die Paneth-Zellen des Dünndarms nach Stimulation durch bakterielle Bestandteile 
der Nahrung [151, 152].  
Die Bedeutung von AMPs für die Haut als Barriere zwischen potenziell pathogenen Erregern, 
der Umgebung und dem Organismus wird besonders durch eine Studie von Nizet et al. (2001) 
deutlich [153]. Dabei wurde in Mäusen das Gen Cnlp ausgeknockt, welches das murine 
Cathelicin CRAMP kodiert. CRAMP wird von neutrophilen Granulozyten produziert und 
nach Verletzungen in großen Mengen sekretiert [154]. Die Knockout-Tiere erlitten nach der 
Infektion mit Gruppe A Streptokokken schwerste nekrotisierende Infektionen der Haut. Die-
selbe Infektionsdosis führt in Wildtyp-Mäusen lediglich zu einer leichten, selbst limitierenden 
Hautinfektion, wodurch die Bedeutung des Cathelicins in der Infektabwehr eindrucksvoll 
dargestellt werden konnte [153].   
Die Synthese von AMPs erfolgt durch die Translation von mRNA oder durch eine Peptidsyn-
these ohne die Beteiligung von Ribosomen, wobei letztere vor allem in Bakterien stattfindet. 
Die ribosomale AMP-Synthese erfolgt in allen Lebensformen, einschließlich Prokaryonten 
[148]. Aktive antimikrobielle Peptide werden meist durch die proteolytische Spaltung eines 
größeren Precursors freigesetzt, der über eine Signalsequenz verfügt [132]. Dies gilt bei-
spielsweise für das Histon 2A, das in großen Mengen in den Epithelzellen des Magens von 
Menschen und anderen Wirbeltieren synthetisiert wird. Nach der Sekretion ins Magenlumen 
wird das Protein durch Pepsin zu dem hochwirksamen AMP Buforin II gespalten, das an der 
Magenwand haften bleibt und einen potenten Schutz gegen Bakterien bildet [155]. An einigen 
AMPs erfolgen zur abschließenden Aktivierung auch posttranslationale Modifikationen wie 








Die Wirkungsweise der antimikrobiellen Peptide lässt sich auf grundlegende Unterschiede 
zwischen eukaryotischen und prokaryotischen Zellmembranen zurückführen, ist allerdings 
nicht final aufgeklärt. Die negative Nettoladung bakterieller Membranen resultiert aus dem 
hohen Anteil bestimmter Phospholipide wie Phosphatidylglycerol und ermöglicht die Anzie-
hung zwischen der Membran und den meist kationischen AMPs, wohingegen die meist neut-
ralen eukaryotischen Zytoplasmamembranen kaum mit den Peptiden interagieren [133, 142, 
157, 158]. Wechselwirkungen zwischen Säugerzellen und den hydrophoben Anteilen der 
AMPs sind, verglichen mit den elektrostatischen Wechselwirkungen der AMPs mit Bakteri-
enzellen, relativ schwach. Der hohe Anteil an Cholesterol in Zellmembranen von Wirbeltieren 
dient als weiterer Schutz vor der ungezielten und ungewünschten Einwirkung von AMPs, da 
es die Membranen zusätzlich stabilisiert [132, 133, 137].   
AMPs können entweder direkt auf die Membranen von Bakterienzellen einwirken, sie desta-
bilisieren und zur Lyse führen, oder sie passieren die Membran und wirken auf ein zytoplas-
matisches Ziel [141]. Die Interaktion der AMPs mit der zytoplasmatischen Membran erfolgt 
zwischen den geladenen Aminosäuren der Peptide und den hydrophilen Kopfgruppen der 
membranassoziierten Phospholipide sowie zwischen den hydrophoben Bereichen der AMPs 
und den hydrophoben, im Inneren der Membran gelegenen Bereichen der Phospholipide. Auf 
diese Weise verlagern sich die AMPs immer weiter in die Membran hinein [158]. Der genaue 
Ablauf der Membranlyse ist nicht bekannt. Verschiedene Modelle versuchen, diesen Prozess 
zu beschreiben (Abb. 4). In dem Barrel-Stave-Modell lagern sich die AMPs zunächst parallel 
an der Membran an, bevor sie sich senkrecht in die Lipiddoppelschicht einlagern [159]. Im 
Weiteren führen Peptidinteraktionen zur Bildung einer Pore, vergleichbar mit der Formation 
eines trans-Membranproteins (Abb. 4A). Ausschlaggebend ist in diesem Modell die amphipa-
thische Struktur der Peptide, welche die Wechselwirkung mit den Phospholipiden in der 
Zellmembran ermöglicht [160]. Im Unterschied dazu geht das Toroidal-Pore-Modell zwar 
auch von einer senkrechten Einlagerung der Peptide in die Membran aus, es wird jedoch keine 
direkte Peptid-Peptid-Interaktion beschrieben [161]. Die Pore besteht teils aus AMPs und teils 
aus Phospholipiden (Abb. 4B). In beiden Modellen führt die Porenbildung zur Depolarisie-
rung der Membran, dem osmotischen Einstrom von Wasser und schließlich zum Zelltod. Ein 
weiteres Modell, das die Wirkung von AMPs beschreibt, ist das Carpet-Modell. Dabei lagern 
sich die Peptide parallel auf der Membran an und bilden nach dem Erreichen einer bestimm-





entstehende Teppich führt entweder zu einer Porenbildung nach dem Toroidal-Pore-Modell 
(Abb. 4B) oder es kommt einem Poren-unabhängigen Auflösen der Membran durch die Bil-
dung von Membran-Peptid-Mizellen (Abb. 4D), die zum Verlust der Membranintegrität füh-
ren [162].  
 
Abb. 4: Modelle zur Wirkungsweise von AMPs mit prokaryotischen Zellmembranen 
Die Wirkungsweise von AMPs ist noch nicht vollständig bekannt. Verschiedene Modelle versuchen 
diesen Vorgang durch die Bildung von Poren, bestehend aus AMPs im Barrel-Stave-Modell (A) oder 
unter Beteiligung der Phospholipide im Toroidal-Pore-Modell (B), der großflächigen Auflagerung der 
Peptide als Teppich im Carpet-Modell (C) oder der Bildung von Membran-Peptid-Mizellen im Deter-
gent-like-Modell (D) zu erklären. Erstellt mit Biorender.com, modifiziert nach Kumar et al. 2018 
[143] 
 
Einige AMPs führen nicht zu einer Lyse der Zellen, sondern passieren die Zellmembran und 
wirken zytoplasmatisch, meist auf die DNA der Bakterien [163]. Die Peptide passieren dabei 
entweder direkt die Membran oder werden über Endozytose aufgenommen [164, 165]. Im 
Zytosol angelangt können AMPs anionische Strukturen wie DNA und RNA im Zytoplasma 
bakterieller Pathogene binden und sie auf diese Weise abtöten [134]. Das AMP Indolicidin 
inhibiert beispielsweise die DNA-Synthese nahezu vollständig und löst so eine Filamentie-
rung der Bakterien aus, die zu deren Absterben führt [166].  
Über die direkte Interaktion und Lyse von Pathogenen hinaus zeigen viele AMPs auch eine 
immunmodulatorische oder toxinneutralisierende Wirkung [167]. Humane α-Defensine sind 





Toxinfamilie zählen unter anderem das Cholera- und das Diphterie-Toxin [168, 169]. Das α-
Defensin HNP1 (human neutrophil protein 1) inhibiert die Ribosylierung des eEF2 (eukaryo-
tischer Elongationsfaktor 2) durch das Diphterie-Toxin und verhindert in vitro die durch 
dieses Toxin ausgelöste Lyse von HeLa Zellen [170].  
Die Regulation des Immunsystems erfolgt dabei auf verschiedenen Wegen. Die Sekretion des 
humanen LL-37 führt zur Rekrutierung von Neutrophilen, T-Zellen und Mastzellen an den 
Entzündungsherd und reguliert so die Chemotaxis [171, 172]. Darüber hinaus kann LL-37 in 
Monozyten und Makrophagen verschiedene genetische Regulationsvorgänge auslösen z.B. 
die Induktion von Chemokinen, wie IL8 und deren Rezeptoren und die Regulation von in 
Kommunikation und Beweglichkeit von Zellen involvierten Genen [173]. Weiterhin haben 
einige AMPs einen antiinflammatorischen Effekt und verhindern so Schäden durch ein Über-
schießen der Immunantwort [137].  
 
2.2.3. Anwendung und Einsatz von AMPs 
 
Antimikrobielle Peptide sind aufgrund der sich immer stärker ausbreitenden Antibiotikaresis-
tenzen [174] und der Stagnation in der Entdeckung und Entwicklung neuer Antibiotikaklassen 
und -wirkstoffe [175, 176] bereits lange von besonderem Interesse. Die aktuelle Suche nach 
neuen, potenten antimikrobiellen Wirkstoffen ließ AMPs weiter in den Fokus rücken. Im 
Gegensatz zu konventionellen Antibiotika interagieren AMPs mit vielen verschiedenen An-
griffspunkten mit einer geringen Affinität und es findet keine klassische Interaktion mit nur 
einer Zielstruktur statt. Dies verhindert, dass sich Mikroben durch eine einzige Resistenzstra-
tegie vor der Lyse durch AMPs schützen können [177]. Da die meisten AMPs die Integrität 
der prokaryotischen Zellmembran beeinträchtigen, müssten sich Bakterien durch die Um-
strukturierung dieser vor der Peptidwirkung schützen, ohne dabei Funktionalität und Struktur 
einzubüßen, wobei es sich um einen energetisch kostspieligen Prozess handelt [137]. Durch 
ein verstärktes Einlagern des positiv geladenen Lipid A können jedoch bestimmte Spezies 
beispielsweise der Gattungen Pseudomonas oder Burkholderia der antimikrobiellen Wirkung 
der Peptide entgehen [178, 179]. Durch den aktiven Transport von AMPs aus dem Zytosol 
[180] oder die Sekretion von Proteasen [181] kann die Effektivität von zytoplasmatisch wir-





Die bisher erläutern Charakteristika lassen den Einsatz antimikrobieller Peptide insgesamt als 
hoffnungsvolle neue Strategie zur Abwehr von Infektionskrankheiten erscheinen. Da die 
AMPs lediglich aus Aminosäuren aufgebaut sind, können Risiken durch mögliche Abbau- 
oder Stoffwechselprodukte nahezu ausgeschlossen werden [182]. Selbst synthetische AMPs 
zeigen eine geringere Immunogenität als rekombinant produzierte Antikörper oder Proteine 
[183]. Auch ihre Wirkung über die antimikrobiellen Eigenschaften hinaus wie die Rekrutie-
rung von Immunzellen machen sie zu einem vielversprechenden Forschungsansatz für poten-
zielle Medikamente. Trotz allem finden heutzutage nur einige wenige AMPs medizinische 
Anwendung. Das aus Bacillus brevis gewonnene Gramicidin wird zur topischen Behandlung 
bakterieller Infektionen als Augen- und Ohrentropfen, zur Behandlung von Wundinfektionen 
und Genitalgeschwüren eingesetzt [127, 184, 185]. Eine modifizierte Variante des Echino-
candin, Caspofungin, wird unter dem Namen Candidas® (Merck, USA) zur Behandlung von 
Infektionen mit Candida albicans eingesetzt [186]. Das natürlich vorkommende Peptid ist 
aufgrund seiner hohen hämolytischen Aktivität für den klinischen Einsatz ungeeignet. Dieses 
für die Vorbehandlung von Stammzelltransplantaten und zur Behandlung von invasiven As-
pergillosen und Hefeinfektionen zugelassene Lipopeptid zeichnet sich durch seine geringe 
Toxizität und die durch Lipidstrukturen vermittelte lange Halbwertszeit aus. Aufgrund der 
geringen Bioverfügbarkeit ist eine intravenöse Applikation notwendig [186-188].  
Trotz der großen Anzahl von klinischen Studien an AMPs ist die Zahl der Zulassungen gering 
[167]. Die Gründe hierfür sind vielfältig. Die Wirkung von AMPs wird stark von den vorherr-
schenden Bedingungen beeinflusst, was zu teils deutlichen Diskrepanzen zwischen der in 
vitro und in vivo bestimmten minimalen Hemmkonzentration (MHK) führen kann [189]. Im 
Mausmodell konnten AMPs vor allem in Konzentrationen nachgewiesen werden, die unter-
halb der ermittelten MHK lagen [154]. Eine Theorie, die versucht diesen Widerspruch zu 
erklären, führt die hauptsächliche Wirkung von AMPs auf ihre immunmodulatorischen Effek-
te zurück [141]. Viele hochpotente Peptide mit niedrigen in vitro MHK-Werten werden im 
Körper schnell degradiert und zeigen daher eine geringe oder keine antimikrobielle Wirkung. 
Diese Instabilität der Peptide ist ein weiterer Grund für ihren seltenen Einsatz in der Medizin 
[190]. Der orale Einsatz von AMPs zur Therapie ist generell ungeeignet, da sie zum einen im 
Magen-Darm-Trakt durch die Vorgänge der Verdauung zu Aminosäuren abgebaut werden 
und zum anderen nur in geringem Maße über das Darmepithel aufgenommen werden können. 
Auch die intravenöse Gabe als Medikament ist aufgrund der eher kurzen Halbwertszeit der 
Peptide, den Abbau durch Peptidasen und die Ausscheidung über Leber und Niere nur bedingt 





spielsweise in Cremes, Salben oder Nasenspray, was den Abbau durch proteolytische Enzyme 
verringert. Zur Stabilisierung der Peptide werden häufig künstliche Modifikationen, wie 
Ringschlüsse oder in der Natur nicht vorkommende Aminosäuren, eingesetzt [191]. Die Pep-
tidsynthese ist, in starker Abhängigkeit von der Länge des Peptides, mit hohen Kosten ver-
bunden, um die Herstellung eines Produktes von medizinischem Standard zu ermöglichen 
[192]. Darüber hinaus weisen viele AMPs in hohen Kozentrationen eine zytotoxische Wir-
kung gegenüber eukaryontischen Zellen auf [193, 194].  
Eine mögliche Strategie, die Wirkung von AMPs zu nutzen, ist die Kopplung der Peptide an 
Oberflächen, mit der das Anhaften von Bakterien als erster Schritt der Biofilmbildung verhin-
dert werden kann [195]. Die Kopplung der AMPs kann dabei sowohl nicht-kovalent, bei der 
der Wirkstoff kontinuierlich an die Umgebung abgeben wird [196], als auch kovalent, bei der 
das Peptid fest an die Oberfläche gebunden ist [197], erfolgen. Die Generierung antimikrobi-
ell aktiver Oberflächen ist besonders für die Implantationsmedizin interessant, um die Koloni-
sierung der Implantate mit Bakterien zu verhindern und einer Infektion vorzubeugen [198, 
199]. Darüber hinaus können AMPs aufgrund ihrer immunmodulatorischen Eigenschaften 
Entzündungsreaktionen herunterregulieren, die zu einer Abstoßung des Implantats führen 
können [200]. Verschiedenste Materialien, wie Edelstahl [201], Titan [202] oder eingesetzte 
medizinische Geräte, wie Katheter [203], unter anderem aus Silikon [204], können mit ge-
bundenen AMPs modifiziert werden.  
  








Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Geräte sind in Tab. 3 aufgeführt. 
 
Tab. 3: Eingesetzte Geräte 
Gerät Hersteller 
CO2-Inkubator Heraeus Function 
Line 
Thermo Fisher Scientific Inc., Berlin, Deutschland 
Eppendorf Zentrifuge 5415D Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland 
Leo Gemini 1530 REM Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland 
McFarland Densitometer Kisker Biotech GmbH & Co. KG, Steinfurt, Deutsch-
land 
Qubit 2.0 Fluorometer Thermo Fisher Scientific Inc., Berlin, Deutschland 
Schüttelinkubator Edmund Bühler GmbH, Bodelshausen, Deutschland 
SEM Coating Unit E5100 Quorum Technologies Ltd, Laughton, Großbritannien 
Sterilbank Thermo HeraSafe Kendro, Langenselbold, Deutschland 
Tecan Reader Sunrise Tecan Group Ltd., Männedorf, Schweiz 
Thermomixer Comfort Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland 
Ultraschallbad SONOREX DI-
GITEC DT 510 
BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Berlin, 
Deutschland 
Vortex Genie 2 SI Scientific Instruments GmbH, Berlin, Deutschland 
ZEISS LSM 880 Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland 
 
3.2. Chemikalien und Enzyme 
 
Die in der vorliegenden Arbeit genutzten Reagenzien sind in Tab. 4 und Tab. 5 aufgeführt.  
  




Tab. 4: Verwendete Enzyme 
Enzym Hersteller 
Lysostaphin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland 
Lysozym Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Proteinase K  Fermentas GmbH., St. Leon-Rot, Deutschland 
RNase A QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland 
 
Tab. 5: Verwendete Chemikalien 
Chemikalie Hersteller 
Agarose Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Borsäure Merck, Darmstadt, Deutschland 
Concanavalin A 




Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, 
Deutschland 
di-Natriumhydrogenphosphat Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
DMSO (Dimethylsulfoxid) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Ethanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Glycerol Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Hexamethyldisilazan 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, 
Deutschland 
Kaliumchlorid Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Kaliumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt, Deutschland 
Kristallviolett Merck, Darmstadt, Deutschland 
Natriumchlorid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland 
Nilrot Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, 
Deutschland 
Salzsäure Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 








3.3. Puffer  
 
PBS:    137 mM NaCl 
2,7 mM KaCl 
8,8 mM Na2HPO4 
0,7 mM KH2PO4, pH 7,2 
in ddH2O, autoklaviert bei 121 °C für 20 min 
 
0,1 M Phosphatpuffer: 0,1 M KH2PO4 (Stocklösung 1) 
 in ddH2O 
 0,1 M Na2HPO4⋅ 2H2O (Stocklösung 2) 
 in ddH2O 
 Finale Lösung: 390 ml Stocklösung 1 und  
610 ml Stocklösung 2, pH 7,0 
 autoklaviert bei 121 °C für 20 min 
  






Alle Medien wurden mit destilliertem Wasser nach Herstellerangaben angesetzt und vor der 
Nutzung bei 121 °C für 20 min autoklaviert.  
 
Tab. 6: Eingesetzte Medien 
Medium Hersteller 
BHI (engl.. brain heart infusion) -
Medium 
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Chrom Orientierungsagar Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland 
Columbia-Agar mit Schafblut Oxoid GmbH, Wesel, Germany 
LB (engl. lysogenic broth)-Agar Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
LB (engl. lysogenic broth)-Medium Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Mueller-Hinton (MH)-Agar Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Mueller-Hinton (MH)-Medium Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Mueller-Hinton (MH)-Medium mit 
Blut 




Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Bakterienisolate wurden im Rahmen des durch 
die Bundesanstalt für Landwirtschaft und Ernährung geförderten Verbundprojektes RemuNa 
im Zeitraum von 2012 bis 2017 aus Milchproben an Mastitis erkrankten Rindern isoliert. Es 
wurde das projektinterne Ziel definiert, 50 Isolate je Spezies in die Stammsammlung aufzu-
nehmen. Die Diagnostik erfolgte durch die Projektpartner RIPAC-Labor GmbH (Potsdam, 
Deutschland) und bovicare GmbH (Potsdam, Deutschland). Die Identifizierung wurde mittels 
MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization - Time of Flight Mass 
Spectrometry) durch RIPAC-Labor GmbH überprüft. Eine vollständige Übersicht über die 
projektinterne Stammsammlung lässt sich dem Anhang (A Seite viii) entnehmen.  
Darüber hinaus wurden die in Tab. 7 aufgeführten ATCC-Referenzstämme und Isolate der 
Stammsammlung des Instituts für Mikrobiologie und Tierseuchen (IMT) genutzt.  




Tab. 7: Verwendete Referenz- und IMT-Stämme 
Stamm Verwendung Referenz, Herkunft 
Escherichia (E.  coli) 
ATCC25922 
Referenzstamm (Gram-
negativ) für die MHK-
Bestimmung 
Schoenknecht et al. 1946 
Staphylococcus (S.) aureus 
ATCC29213 
Referenzstamm (Gram-
positiv) für die MHK-
Bestimmung 
U.S.Code of Federal 
Regulations. Title 21 (1977) 
Staphylococcus (S.) epidermidis 
ATCC12228 
Negativkontrolle Biofilm-
Assay Zhang et al. 2003 
Staphylococcus (S.) epidermidis 
ATCC35984 (RP62A) 
Positivkontrolle Biofilm-








Assay Holloway et al. 1955 
Escherichia (E.) coli 
IMT16357 MHK-Bestimmung AMPs Wildvogel, klinisch gesund 
Escherichia (E.) coli 
IMT20130 MHK-Bestimmung AMPs Hund, Harnwegsinfektion 
Staphylococcus (S.) aureus 
IMT24778 MHK-Bestimmung AMPs Pferd, Wundheilungsstörung 
Staphylococcus (S.) aureus 




Zur Aufarbeitung der mikroskopischen Aufnahmen wurde die Software Fiji eingesetzt [205]. 
Die Erstellung der Graphen und die zugehörigen statistischen Analysen erfolgten mit Prism8 
(GraphPad Software, San Diego, USA). Schematische Darstellungen wurden mit BioRen-
der.com erstellt.  
Die Genomanalysen wurden mit Geneious 11.1.5 (Biomatters Ltd., Auckland, Neuseeland) 




durchgeführt. Die Kontrolle der Sequenzen der automatisiert identifizierten Gene erfolgte 
mittels BLAST (National Center for Biotechnology Information, Bethesda, USA) über den 
Algorithmus blastx [206]. 
 
3.7. Weitere Materialien 
 
Die eingesetzten Verbrauchsmaterialien sind in Tab. 8 aufgeführt. 
Tab. 8: Verbrauchsmaterialien 
Material Hersteller 
96-Well Plates Cellstar Standard Kisker Biotech GmbH & Co. KG, Steinfurt, Deutschland 
96-Well Plates CORN3599 Thermo Scientific Heraeus, Schwerte, Deutschland 
MICRONAUT-S Mastitis 3 Merlin GmbH, Rüsselsheim, Deutschland 
Silikonfolie bess medizintechnik GmbH, Berlin, Deutschland 
TC-Platte 24 Well Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, Deutschland 
 
Für die phänotypische Antibiotikasensitivitätstestung mittels Agardiffusionstest sowie den 
phänotypischen Bestätigungstest zum Nachweis der ESBL-Bildung wurden verschiedene, mit 
definierten Antibiotikakonzentrationen getränkte Testplättchen (Antimicrobial Susceptibility 
Test Discs) der Firma Oxoid GmbH (Wesel, Deutschland) verwendet. Eine vollständige Über-
sicht ist in Tab. 9 gegeben. 
  




Tab. 9: Eingesetzte Antibiotikaplättchen 
Antibiotikum Abkürzung Beladung in µg 
Ampicillin AMP 10 
Cefotaxim CTX 30 
Cefotaxim/Clavulansäure CTX+CLA 30+10 
Cefoxin FOX 30 
Ceftazidim CAZ 30 
Ceftazidim/Clavulansäure CAZ+CLA 30+10 
Erythromycin ERY 15 
Oxacillin OX 1, 5 
Penicillin G PEN 10 
 
 
3.8. Mikrobiologische Methoden 
3.8.1. Kryokonservierung 
 
Zur dauerhaften Lagerung von Bakterienstämmen wurden Kryokulturen angelegt. Dazu 
wurden 5 ml BHI-Medium mit einer Einzelkolonie des jeweiligen Bakterienstammes 
angeimpft und bei 300 rpm für ca. 4 h bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden 700 µl der 
Kultur mit 200 µl sterilem Glycerol vermischt und zügig bei -80 °C eingefroren. Zur erneuten 
Anzucht wurden die Isolate direkt aus den Kryoröhrchen auf Columbia-Blutagar 
ausgestrichen und über Nacht bei 37 °C inkubiert. 
 
3.8.2. Kultivierung von Bakterien 
 
Die Anzucht der verschiedenen Bakterienspezies erfolgte auf unterschiedlichen Nährmedien 
entsprechend der jeweiligen Wachstumsbedürfnisse. Eine vollständige Liste der eingesetzten 
Medien findet sich unter Kapitel 3.4. 
Ein mit 5 % Schafblut versetzter Columbia-Blutagar diente als Basismedium. Sofern nicht 
anders angegeben, erfolgte die Bebrütung bei 37 °C über Nacht. Vor der weiteren Verwendung 
in den unterschiedlichen Assays erfolgte stets eine visuelle Kontrolle der Kolonien auf die 
typische Morphologie sowie auf Reinheit der Gesamtkultur. 
 




3.8.3. Minimale Hemmkonzentrationen verschiedener Antibiotika 
 
Für die Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK) wurde die kommerziell 
verfügbare Platte MICRONAUT-S Mastitis 3 der Firma Merlin GmbH (Rüsselsheim, 
Deutschland) verwendet. Zur Qualitätskontrolle wurden die Referenzstämme E. coli 
ATCC25922 und S. aureus ATCC29213 mitgeführt und die erhaltenen MHK anhand der 
Grenzwerte der CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) aus den Dokumenten 
VET08 (2018) [207] und M100 (2019) [208] abgeglichen. Zusätzlich wurden zur 
Interpretation die Grenzwerte nach Feßler et al. 2017 [209] hinzugezogen.  
Koloniematerial einer Übernachtkultur wurde zur Einstellung einer Bakteriensupension in 
0,9 % NaCl verwendet, deren Keimdichte einem McFarland-Standard von 0,5 (ca. 
1,5x108 Kolonie-bildende Einheiten pro Milliliter (KbE/ml)) entspricht. Es wurden 50 µl 
dieser Suspension in 11 ml Mueller-Hinton-Medium überführt. Dieses wurde als Inokulum 
weiterverwendet. Für die Testung der Streptokokken wurde dem Medium 2,5 % lysiertes 
Pferdeblut frisch zugesetzt. In jedes Well der beschichteten 96-Well-Platte wurden 50 µl des 
Inokulums pipettiert. Die auf der Platte aufgebrachten Antibiotika lassen sich Tab. 10 
entnehmen. Zur Bestimmung der Einsaatdichte sowie zur Prüfung der Reinheit des Inokulums 
wurden 10 µl des Mueller-Hinton-Inokulums in 10 ml 0,9 % NaCl-Lösung gegeben und nach 
kräftigem Vortexen 100 µl auf Columbia-Blutagar ausplattiert. Nach Inkubation über Nacht 
bei 37 °C erfolgten die Kontrolle der Reinheit und die Bestimmung der Koloniezahl. Nur die 
Ansätze mit einer Koloniezahl zwischen 20 und 80 pro Platte (entspricht 2 – 8x 106 KbE/ml) 
wurden für die Auswertung herangezogen. 
Nach 20 h Inkubation bei 37 °C wurden die MHK-Werte für die einzelnen Antibiotika 
abgelesen. Die MHK wurde für jeden Wirkstoff als die geringste Konzentration definiert, bei 
der makroskopisch kein Wachstum der Bakterien mehr feststellbar ist. In Abb. 5 ist 
beispielhaft das Foto einer MHK-Platte gezeigt.  
  




Tab. 10: Layout der MICRONAUT-S Mastitis 3 Platte 
Antibiotika Abkürzung Getesteter Konzentrationsbereich in 
µg/ml 
Amoxicillin/Clavulansäure AMC 4/2 – 32/16 
Ampicillin AMP 4 – 16 
Cefazolin CEZ 4 – 32 
Cefoperazon CPZ 2 – 16 
Cefquinom CEQ 2 – 8 
Erythromycin ERY 0,125 – 4 
Kanamycin/Cephalexin K/C 4/0,4 – 32/3,2 
Marbofloxacin MAF 0,25 – 2 
Oxacillin OXA 1 – 4 
Penicillin G PEN 0,125 – 8 
Pirlimycin PIR 1 – 4 
 
 
Abb. 5: Darstellung einer Mikrotiterplatte zur MHK-Bestimmung 
Beispiel einer Mikrotiterplatte zur MHK-Bestimmung nach 20 h Inkubation; Pfeile weisen auf 




Diese Methode wurde auch eingesetzt um E. coli-Isolate mit als resistent interpretierten 
MHK-Werten gegen Cephalosporine der dritten Generation auf die Bildung von β-
Laktamasen mit erweitertem Spektrum (ESBL, engl. Extended-Spectrum β-Lactamase) zu 




untersuchen. Dazu wurde zunächst Koloniematerial einer Übernachtkultur zur Einstellung 
einer Suspension mit einer Zelldichte entsprechend McFarland 0,5 in Mueller-Hinton-
Medium genutzt. Die erhaltene Suspension wurde mit einem sterilen Tupfer gleichmäßig auf 
eine Mueller-Hinton-Platte aufgetragen. Anschließend wurden kommerziell erhältliche Plätt-
chen mit definierten Antibiotikakonzentrationen aufgelegt, die Platten für 20 h bei 37°C inku-
biert und die Durchmesser der entstandenen Hemmhöfe bestimmt. Die Interpretation erfolgte 
nach den in der CLSI VET08 (2018) und M100 (2019) vorgegebenen Grenzwerten [207, 
208].   
Es wurden Plättchen mit Cefotaxim und Ceftazidim sowohl mit als auch ohne Clavulansäure 
auf den Agarplatten aufgebracht. Per Definition vermitteln ESBL-kodierende Gene eine 
Resistenz gegen eine Vielzahl an β-Laktam-Antibiotika, einschließlich Cephalosporinen der 





Die Biofilmbildung ausgewählter Mastitisisolate wurde nach dem Protokoll des Microtiter 
Dish Biofilm Formation Assay nach O´Toole (2011) mittels Kristallviolett untersucht [210]. 
Neben dem Einsatz in der Gram-Färbung wird Kristallviolett auch zum Anfärben von Biofil-
men eingesetzt. Welche Komponenten des Biofilms dabei angefärbt werden, ist jedoch nicht 
genau bekannt. Für die Bestimmung der Biofilm-bildenden Eigenschaften wurde eine Über-
nachtkultur in BHI-Medium 1:100 verdünnt, 100 µl der Bakteriensuspension in jedes Well 
einer 96-Well-Platte übertragen und für 24 h bei 37 °C und 150 rpm inkubiert. Als Negativ-
kontrolle diente unbeimpftes BHI-Medium. Anschließend wurde der Überstand abgenommen 
und die Platte vorsichtig mit ddH2O gewaschen, um ungebundene Bakterien zu entfernen. Es 
wurden 125 µl einer Lösung aus 0,1 % Kristallviolett in ddH2O auf die Biofilme gegeben und 
für 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten mit ddH2O 
wurde die Mikrotiterplatte über Nacht bei Raumtemperatur getrocknet. Am folgenden Tag 
erfolgte die Lösung des anhaftenden Kristallvioletts durch die Zugabe von 125 µl einer 30 % 
Essigsäurelösung. Nach einem Inkubationsschritt von 15 min wurden 125 µl der erhaltenen 
Lösung in eine saubere 96-Well-Platte übertragen und die Absorption bei 550 nm im Tecan 
Reader Sunrise (Tecan Group Ltd., Männedorf, Schweiz) bestimmt. 
 




3.8.6. Etablierung des Silicone-Disc-Assays 
 
Zur quantifizierbaren Bestimmung der Biofilm-bildenden Eigenschaften wurde mit dem 
Silicone-Disc-Assay ein neuer Biofilm-Assay etabliert. Eine Übernachtkultur wurde in BHI-
Medium verdünnt und in einer 24-Well Platte über Nacht unter leichtem Schütteln auf Sili-
koncoupons (bess medizintechnik GmbH, Berlin, Deutschland) mit einem Durchmesser von 5 
mm und einer Fäche von 19,635 mm2 inkubiert. Nach einem Waschschritt in ddH2O wurden 
die Coupons in Phosphatpuffer überführt und der Biofilm in einem Ultraschallbad (BANDE-
LIN electronic GmbH & Co. KG, Berlin, Deutschland) von der Oberfläche gelöst. Das einge-
setzte Ultraschallbad verfügt über die sogenannte Sweep-Technologie. Die meisten Ultra-
schallreinigungsgeräte verfügen über starre Arbeitsfrequenzen, die unter Umständen zu ste-
henden Wellen im Ultraschallbad führen können. Durch diese inhomogene Beschallung kann 
es zu einer unregelmäßigen Ablösung, zu einer Beschädigung oder zum Abtöten der Bakte-
rien kommen. Mittels Sweep-Technologie wird ein homogenes Ultraschallfeld in der gesam-
ten Reinigungswanne erzeugt und Beschädigungen der Bakterien werden durch eine perma-
nente Änderung der Kavitationsmaxima sicher verhindert [211]. Anschließend wurde die 
KbE/Coupon mittels Drop-Plating auf LB-Agar bestimmt [212]. 
 
3.8.7. Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie 
 
Um Rückschlüsse auf das Färbeverhalten von Kristallviolett zu gewinnen, wurden Biofilme 
mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert und im konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskop (engl. confocal laser scanning microscopy, CLSM) untersucht. Dazu wurden 
Übernachtkulturen der S. epidermidis Referenzstämme ATCC12228 und RP62A auf ca. 
105 KbE/ml in BHI-Medium verdünnt. Glasdeckgläser wurden in eine 24-Well-Platte gelegt 
und mit 1 ml der Bakteriensuspension beimpft. Nach 24 h Inkubation bei 37 °C und 150 rpm 
wurden die Deckgläser vorsichtig in ddH2O gewaschen und mit den entsprechenden Farbstof-
fen versetzt, die an unterschiedliche, definierte Matrixbestandteile binden. Die Färbelösung 
setzte sich aus 150 µl ddH2O, 150 µl DMSO, 1 µl DAPI, 7 µl Sypro Orange®, 9 µl Concana-
valin A und 1 µl Nilrot zusammen. Ein Überblick über die eingesetzten Farbstoffe lässt sich 
Tab. 11 entnehmen. Die Inkubation erfolgte für 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln. 
Anschließend wurden 25 µl einer 0,1 % Kristallviolettlösung in ddH2O auf die Deckgläser 
gegeben. Kristallviolett wird eigentlich zur Bestimmung der Biofilmmasse eingesetzt (siehe 




Seite 33, Kapitel 3.8.6). Hier wurde jedoch seine Fluoreszenz untersucht. Die einzelnen Flu-
orophore in diesem Versuch emittieren Licht verschiedener Wellenlängen und können 
dadurch separat detektiert werden. Durch das Übereinanderlegen der einzelnen Aufnahmen 
sollte die Kolokalisierung der fluoreszenzmarkierten Matrixbestandteile und des Signals von 
Kristallviolett ermittelt werden. 
 
Tab. 11: Eingesetzte Farbstoffe für CLSM 
Farbstoff Anregungs-/Emissionswellenlänge  
(in nm) 
Angefärbte Bestandteile 
Concanavalin A 488/501-541 α-D-Mannose, α-D-Glucose 
DAPI 405/420-515 DNA 
Nilrot 594/608-677 Triacylglycerole 




Durch die Analyse der im Silicone-Disc-Assay beimpften Silikoncoupons im Rasterelektro-
nenmikroskop (REM) sollte die Verteilung der Bakterien auf den Coupons genauer untersucht 
werden. Dazu wurden die Proben aus dem Silicone-Disc-Assay nach dem Waschen mit 
ddH2O schrittweise in einer aufsteigenden Ethanolreihe (30 %, 50 %, 75 %, 90 %, 95 %, 
100%) dehydriert. Die ersten Dehydrierungsschritte erfolgten über mindestens 10 min. Die 
Inkubation mit 95 % und 100 % Ethanol wurde zweimal für mindestens 30 min wiederholt. 
Im letzten Schritt wurde zunächst für 30 min und anschließend über Nacht Hexamethyldisila-
zan (HMDS) zugegeben. Die getrockneten Proben wurden anschließend im Sputter-
Beschichtungsverfahren mit einer 16 nm dicken Schicht Gold bedeckt und im REM bei einer 
Beschleunigungsspannung von 3 kV mikroskopiert.  
  




3.8.9. Minimale Hemmkonzentrationen antimikrobiell wirksamer Peptide (AMP) 
 
Neben den verschiedenen Antibiotika wurden die MHK für AMPs (Tab. 12) nach dem Proto-
koll von Wiegand et al. bestimmt [213]. Die eingesetzten AMPs wurden in 1:2 Verdünnungs-
schritten in Konzentrationen von 8 µg/ml bis 1 mg/ml in Polystyrol-96-Well-Platten der 
Firma Corning, Inc. (Berlin, Deutschland) vorgelegt. Die zu testenden Bakterienisolate wur-
den über Nacht auf Columbia-Blutagar angezüchtet und am folgenden Tag zur Herstellung 
einer Suspension (McFarland 0,5) in 5 ml 0,85 % NaCl verwendet. Das erhaltene Inokulum 
wurde 1:15 verdünnt. Es wurden jeweils 50 µl in die Vertiefungen der vorbereiteten 96-Well-
Platte überführt. Nach einer 20-stündigen Inkubation wurde die optische Dichte bei einer 
Wellenlänge von 600nm (OD600nm) in den Wells der Platte mittels Tecan Reader Sunrise 
(Tecan Group Ltd., Männedorf, Schweiz) bestimmt. Zusätzlich wurde durch die Ermittlung 
der KbE/ml die bakterizide Wirkung der AMPs bis zur vollständigen Abtötung der Bakterien 
kontrolliert. Dafür wurden passende Verdünnungsstufen gewählt und auf LB-Agar ausplat-
tiert. Es handelte sich dabei um den ermittelten MHK-Wert und eine jeweils niedrigere und 
eine höhere Verdünnungsstufe. Zur Kontrolle des experimentellen Aufbaus und der Durch-
führung wurde die Keimdichte des Inokulums durch das Ausplattieren von 100 µl entspre-
chender Verdünnungsstufen bestimmt. 
  










AMP126 KWCRKWQWRGVKFIKCV 2251,8 Romani et al. 2013 [214] 
AMP72 KGCALVKVRGLTLKVCK 1816,4 Romani et al. 2013 [214] 









GIFSKLAGKKIKNLLISGLKG 2184,4 Simmaco et al. 1993 [216] 
OH-
CATH30 
KFFKKLKNSVKKRAKKFFKKPRVIGVSIPF 3595,5 Zhao et al. 2008 [217] 
Protamin MPRRRRSSSRPVRRRRRPRVSRRRRRRGGRRRR 4381,2 Louie et al. 1974 [218] 
 
Es wurden die MHK-Werte der verschiedenen AMPs gegen den multiresistenten E. coli 
IMT37453, den Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus (MRSA) IMT37556, das 
K. pneumoniae-Isolat IMT38020 und das E. faecium-Isolat IMT38014 bestimmt. Die Be-
stimmung erfolgte weiterhin mit ausgewählten AMPs für einen im Silicone-Disc-Assay (Seite 
56, Kapitel 4.2.2) als sehr guter Biofilmbilder identifizierter E. coli (IMT37450, siehe Abb. 
12). Darüber hinaus wurden vier Isolate aus der bestehenden Stammsammlung des Instituts 
für Mikrobiologie und Tierseuchen, die aus anderen Infektionsgeschehen stammten und einen 
anderen genetischen Hintergrund aufweisen, getestet. Es handelt sich um zwei E coli- 
(IMT16357, IMT20130) und zwei S. aureus-Isolate (IMT24778, IMT33878) zur Abbildung 
Gram-negativer und –positiver Spezies. Die Testung dieser Isolate sollte die Wirksamkeit der 
ausgewählten AMPs gegen Erreger bestätigen, die nicht aus einem Mastitisgeschehen isoliert 
wurden. Dabei wurde auf die Testung aller AMPs verzichtet und gezielt die beiden wirksams-
ten AMPs, OH-CATH30 und Protamin, sowie das weniger aktive Esculentin als Kontrolle 
ausgewählt. Zum Vergleich der erzielten Ergebnisse wurden weiterhin die beiden Referenz-
stämme E. coli ATCC25922 und S. aureus ATCC29213 untersucht. Dadurch konnten sowohl 
eine Gram-negative als auch eine Gram-positive Spezies abgebildet werden. 
 




3.8.10. Antimikrobiellen Eigenschaften AMP-beschichteter Oberflächen 
 
Die Immobilisierung der Peptide erfolgte durch das Fraunhofer-Institut für Zelltherapie und 
Immunologie nach einem dort etablierten Protokoll [219]. Dabei wurden mittels Plasma akti-
vierte, vorbehandelte Silikon-Oberflächen sowie unterschiedliche, etablierte Kopplungsme-
thoden für die Immobilisierung der antimikrobiellen Peptide verwendet (Silanisierung, Al-
lylamin-Polymerisation, 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid /N-
Hydroxysuccinimid-Aktivierung und N-Hydroxysuccinimid-Polyethylenglycol-
Maleimidopropionyl-Aktivierung). Die Versuche wurden mit dem AMP OH-CATH30 durch-
geführt. Als Referenzpeptid diente BMAP-27, dessen antimikrobielle Wirkung bekannt ist 
[220].   
Die Bestimmung der antimikrobiellen Aktivität der generierten Oberflächen erfolgte in An-
lehnung an die DIN ISO 22196 (Messung von antibakterieller Aktivität auf Kunststoff- und 
anderen porenfreien Oberflächen). Das Protokoll wurde angepasst und auf eine Testoberflä-
che von 1 cm² reduziert. Bei den getesteten Isolaten handelte es sich um zwei Isolate der 
projektinternen Stammsammlung, einem multiresistenten (engl. multidrug resistant, MDR) 
E. coli (IMT37453) und einem Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus (MRSA) 
IMT37556. Die Bakterien wurden über Nacht in BHI-Medium bei 37 °C angezogen. Im 
Anschluss daran wurde die optische Dichte photometrisch bestimmt und die Suspension auf 
eine Ausgangskonzentration von 1x106 KbE/ml in Mueller-Hinton-Bouillon (MHB) einge-
stellt. Um ungebundene AMPs zu entfernen, erfolgten vier Waschschritte, je zweimal mit 
1xPBS und zweimal mit MHB. Anschließend wurden die Oberflächen zur Äquilibrierung mit 
100 µl MHB überschichtet und für 1 h bei 37 °C in einer Feuchtigkeitskammer inkubiert. Die 
Feuchtigkeitskammer minimierte die Verdunstung der Flüssigkeiten auf den Oberflächen. Die 
Überstände wurden abgenommen, zu gleichen Teilen mit dem jeweiligen Inokulum versetzt 
und über 3 h bei 37 °C inkubiert, um die Überstände auf eventuell enthaltene, von der Ober-
fläche freigesetzte AMPs zu testen. Die Bestimmung der KbE/ml erfolgte durch Anlegen 
einer Verdünnungsreihe mit 1xPBS und Drop-Plating [212]. Antimikrobielle Eigenschaften, 
welche in diesen Proben nachweisbar waren, wurden auf Peptide zurückgeführt, welche sich 
im Laufe der Inkubation von der Oberfläche gelöst hatten. Unbehandelte Oberflächen dienten 
als Negativkontrolle.  
Für die Ermittlung der antimikrobiellen Eigenschaften der kovalenten Oberflächenbeschich-
tung wurden die zuvor äquilibrierten Oberflächen mit 70 μl einer frischen Bakterienkultur mit 
1x106 KbE/ml überschichtet. Die Oberflächen wurden daraufhin für 3 h bei 37 °C ohne 




Schütteln in einer Feuchtigkeitskammer inkubiert. Nach der Inkubation wurde der Überstand 
von der Oberfläche entfernt und die Oberflächen einmal mit 70 μl sterilen MHB gespült. 
Diese Spülflüssigkeit wurde im Anschluss daran mit dem Überstand gemischt um eine mög-
lichst genaue, quantitative Bestimmung der Bakterienzahl gewährleisten zu können. Die 
antimikrobiellen Eigenschaften wurden evaluiert, indem die erhaltenen Bakteriensuspensio-
nen logarithmisch verdünnt und die Verdünnungsstufen von 100 bis 10-6 mittels Drop-Plating 
auf MHB-Agarplatten ausplattiert wurden [212]. Nach einer Inkubation über Nacht bei 37 °C 
wurden die KbE/ml ermittelt. 
 
3.9. DNA-analytische Methoden 
3.9.1. Extraktion chromosomaler DNA aus Bakterien 
 
Für die Isolierung und Aufreinigung bakterieller DNA wurden in Abhängigkeit von der 
Spezies modifizierte Protokolle des QIAGEN QIAamp DNA Mini Kit angewendet. Nach den 
in den folgenden Kapiteln 3.9.2 bis 3.9.4 geschilderten spezies-spezifischen Schritten wurden 
folgende Schritte für alle Proben durchgeführt. Die vorbereiteten Proben wurden mit 200 µl 
Ethanol (abs.) versetzt, auf die DNA-Bindungssäulen überführt und für 1 min bei 6000 x g auf 
die Säulenmembran zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen. Nach der Zugabe von 500 µl 
des Waschpuffers AW1 wurde erneut für 1 min bei 6000 x g zentrifugiert. Das Filtrat wurde 
abermals verworfen. Es folgte ein weiterer Waschschritt mit 500 µl des Puffers AW2. Die 
Zentrifugation wurde hier bei 16000 x g für 3 min durchgeführt, um die Säulenmembran 
vollständig von Waschpufferresten zu befreien. Die Elution der gebundenen DNA erfolgte in 
zwei Schritten mit jeweils 20 µl Wasser für 1 min bei 6000 x g, um die DNA-Ausbeute zu 
erhöhen. Das Eluat wurde anschließend bis zur Weiterverwendung bei 4 °C gelagert. 
  




3.9.2. Extraktion chromosomaler DNA aus E. coli 
 
Für die Extraktion bakterieller DNA aus E. coli wurden Bakterienpellets gewonnen. Hierzu 
wurde 1 ml einer über 4 h bei 37 °C und 350 rpm in BHI angezogenen Bakterienkultur für 
5 min bei 7500 rpm zentrifugiert und der Überstand verworfen. Die Pellets wurden in 180 µl 
ATL Puffer aufgenommen. Nach Zugabe von 20 µl Proteinase K (0,1 mg/ml) wurde die Probe 
im Schüttelinkubator für 20 min bei 56 °C und 450 rpm inkubiert. Durch die anschließende 
Zugabe von 2 µl RNase A (5 µg/ml) wurden Kontaminationen der gewonnen DNA-Probe mit 
RNA abgebaut. Der Ansatz wurde kräftig für 15 s gemischt und für 2 min bei Raumtempera-
tur inkubiert. Nach einem weiteren 10-minütigen Inkubationsschritt bei 56 °C und 450 rpm 
wurde der Ansatz erneut kurz bei 7500 rpm zentrifugiert. 
 
3.9.3. Extraktion chromosomaler DNA aus S. dysgalactiae 
 
Zur Extraktion chromosomaler DNA aus S. dysgalactiae wurden Bakterienpellets gewonnen. 
Dazu wurden 500 µl einer BHI-Übernachtkultur für 10 min bei 7500 rpm zentrifugiert und 
der Überstand verworfen. Die Pellets wurden in 180 µl Lysozymlösung (20 mg/ml Lysozym 
in TE-Puffer) aufgenommen und für 30 min bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden 20 µl 
Proteinase K und 1 µl RNase A (2 µg/µl) zugegeben. Die Proben wurden durch Invertieren 
gemischt und für 2 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Zugabe von 200 µl AL-
Puffer wurden die Proben für 1 h bei 56 °C inkubiert. 
 
3.9.4. Extraktion chromosomaler DNA aus S. aureus  
 
Eine Einzelkolonie einer Übernachtkultur wurde für 5 h bei 37 °C in 4 ml BHI inkubiert und 
anschließend 1 ml der Suspension für 1 min bei 7500 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde 
verworfen und das erhaltene Pellet mit 25 µl Lysostaphin (0,1 mg/ml) versetzt. Nachdem die 
Probe gründlich gemischt wurde, folgte ein Inkubationsschritt bei 37 °C für 15 min. An-
schließend wurden 75 µl TE-Puffer und 25 µl Proteinase K (0,1 mg/ml) zugegeben und die 
Probe für 25 min bei 37 °C inkubiert. Der Ansatz wurde mit 75 µl PBS und 1 µl RNase A 
(2 µg/µl) versetzt, invertiert und für 2 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Zugabe 
von 200 µl AL-Puffer folgte ein weiterer 15-minütiger Inkubationsschritt bei 56 °C. 




3.9.5. Bestimmung der DNA-Konzentration 
 
Die Bestimmung der Konzentration chromosomaler bakterieller DNA erfolgte mit dem Qubit 
Fluorometer nach dem Qubit® dsDNA HS (High Sensitivity) Assay. Im Gegensatz zur 
Messung der Absorption von Ultraviolettstrahlung bei einer Wellenlänge von 260 nm zur 
Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren ist die Messung mit dem Qubit Fluorometer 
genauer, da jeweils spezifische Fluoreszenzfarbstoffe zur Verfügung stehen [221]. Das 
erhaltene Fluoreszenzsignal verhält sich direkt proportional zu der Konzentration der 
jeweiligen Nukleinsäure. Der in der vorliegenden Arbeit eingesetzte Assay ist hoch selektiv 
für doppelsträngige DNA [222]. 
Zur Herstellung der Arbeitslösung dieses Assays wurde das Qubit® dsDNA HS Reagenz 
jeweils frisch 1:200 in Qubit® dsDNA HS Puffer verdünnt. Der im Kit enthaltene Qubit® 
Standard wurde 1:10 in der Arbeitslösung verdünnt und sorgfältig gemischt. Die DNA-Proben 
wurden 1:100 in der Arbeitslösung verdünnt und ebenfalls gründlich resuspendiert. Nach 
einer 2-minütigen Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die Messung der DNA-
Konzentration. 
 
3.9.6. Sequenzierung chromosomaler bakterieller DNA 
 
Das Gesamtgenom ausgewählter und im Silicone-Disc-Assay untersuchter Isolate wurde unter 
Verwendung der Illumina MiSeq-300-bp-Paired-End-Technologie sequenziert mit einer 
Coverage von > 90X. Für die De-novo-Assemblierung in größere zusammenhängende 
Sequenzen (Contigs) wurde SPAdes v3.11 verwendet. Alle Draft-Genome wurden mit Prokka 
annotiert [223]. Diese Arbeiten wurden freundlicherweise vom Fachgebiet MF2 
(Genomsequenzierung) sowie der Nachwuchsgruppe NG1 (Mikrobielle Genomik) des Robert 
Koch-Institutes übernommen. Für die genotypische Charakterisierung der Gesamtgenomdaten 
wurden Online-Tools des Center for Genomic Epidemiology (https://cge.cbs.dtu.dk/services) 
genutzt, einschließlich Bestimmung des Sequenztyps (ST) mittels MLSTFinder sowie 









Die Charakterisierung der asservierten Isolate umfasste das Erstellen des Antibiotika-
Sensitivitätsprofils gegen die zur Behandlung von boviner Mastitis eingesetzten Antibiotika, 
sowie die Untersuchung der Biofilm-bildenden Eigenschaften. Weiterhin wurden verschiede-
ne antimikrobielle Peptide (AMP) auf ihre Wirksamkeit gegen ausgewählte Isolate der 
Stammsammlung untersucht. Abschließend wurde die antibakterielle Effektivität AMP-
beschichteter Oberflächen ermittelt. 
 
4.1. Erfassung der Isolate und ihrer Resistenzen 
 
Für die vorliegende Arbeit wurden insgesamt 496 bakterielle Isolate aus aktuellen Geschehen 
klinischer und subklinischer boviner Mastitis in Deutschland isoliert. Eine Übersicht der 
Isolate, verteilt auf die 9 als relevant definierten Zielspezies, lässt sich Tab. 13 entnehmen. 
Den mit Abstand größten Anteil an der Stammsammlung stellten Vertreter von Streptococcus 
(S.) uberis mit 124 Isolaten. Dies entsprach 25,1 % der gewonnenen Isolate. Mit absteigender 
Häufigkeit konnten Escherichia (E.) coli (n=90; 18,2 %), Staphylococcus (S.) aureus (n=69; 
14,0 %), Streptococcus (S.) dysgalactiae (n=62; 12,6 %), Streptococcus (S.) agalactiae (n=43; 
8,7 %), Klebsiella (K.) pneumoniae (n=45; 9,1 %), Enterococcus faecalis (n=37; 7,5 %), 
Enterococcus faecium (n=15; 3,0%), und Klebsiella (K.) oxytoca (n=11; 2,2 %) identifiziert 
werden. Im Verlauf des Projektes wurden einige Spezies gezielt isoliert und asserviert. Dieser 
Schritt erfolgte um das projektinterne Ziel, 50 Isolate pro Spezies zu charakterisieren, auch für 
selten isolierte Spezies zu erfüllen. Dies gelang für alle Spezies mit Ausnahme von 








Tab. 13: Übersicht über die Stammsammlung 
Spezies Anzahl asservierter Isolate n und pro-
zentualer Anteil (%) an 496 Isolaten 
Escherichia (E.) coli 90 (18,2 %) 
Klebsiella (K.) oxytoca 11 (2,2 %) 
Klebsiella (K.) pneumoniae 45 (9,1 %) 
Staphylococcus (S.) aureus 69 (14,0 %) 
Enterococcus (E.) faecalis 37 (7,5 %) 
Enterococcus (E.) faecium 15 (3,0 %) 
Streptococcus (S.) agalactiae 43 (8,7 %) 
Streptococcus (S.) dysgalactiae 62 (12,6 %) 
Streptococcus (S.) uberis 124 (25,1 %) 
 
Es wurden darüber hinaus zusätzlich die in Tab. 14 aufgelisteten Spezies asserviert. 
 
Tab. 14: Weitere asservierte Spezies 
Spezies Anzahl asservierter Isolate n  
Enterococcus cecorum 1 
Enterococcus saccharolyticus 3 
Enterobacter ludwigii 1 
Enterococcus spp. 1 
Lactococcus garvieae 18 
Lactococcus lactis 1 
Pseudomonas aeruginosa 1 
Streptococcus gallolyticus  1 
Streptococcus parauberis 1 
Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis 1 
 
Die Charakterisierung der asservierten Isolate mittels phänotypischer Resistenztestung erfolg-
te durch die Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK) unter Nutzung der 
kommerziell erhältlichen MICRONAUT-S Mastitis-3 Platten (MERLIN Diagnostika, Born-
heim-Hersel, Deutschland). Es wurden jeweils mindestens 50 Isolate jeder Spezies getestet. 
Im Falle von S. agalactiae konnten im Projektverlauf lediglich 43 Isolate aus dem Probenma-





bestimmt. Das verbleibende Isolat konnte in dem für die MHK-Bestimmung eingesetzten 
Medium nicht kultiviert werden und wurde deshalb nicht in die Betrachtung einbezogen. Eine 
vollständige Übersicht über die Resistenzprofile der asservierten Stämme befindet sich im 
Anhang (Tab. 21, Seite viii).  
Es konnten sieben Methicillin-resistente S. aureus (MRSA), ein Extended-Spektrum Beta-
Laktamase (ESBL-) bildender und 11 multi-resistente (MDR) E. coli identifiziert werden. Die 
phänotypische Identifizierung des MRSA sowie der ESBL-Produktion erfolgte nach den 
CLSI-Vorgaben im Agardiffusionstest. Ein Bakterienisolat gilt als resistent, wenn das einge-
setzte Antibiotikum am Infektionsort die notwendige Konzentration zum vollständigen Abtö-
ten bzw. der effektiven Hemmung der Bakterien trotz der empfohlenen Dosis nicht erreicht 
[227]. Dabei muss die Indikation des Medikaments für die Erkrankung und für die zubehan-
delnde Spezies berücksichtigt werden [228]. Nach gängigen Definitionen gilt ein Isolat als 
multiresistent, wenn es unempfindlich gegen mindestens ein Antibiotikum aus drei oder mehr 
Wirkstoffklassen ist [229, 230]. 
Die Resistenzmuster der Streptococcus spp. sowie der Klebsiella spp. zeigten zwischen den 
Isolaten einen hohen Grad an Übereinstimmung. Daher wurde nach der Auswertung der 
Resistenzprofile von 69 S. uberis-Isolaten auch aus wirtschaftlichen Gründen darauf verzich-
tet, die Resistenzprofile der verbliebenen S. uberis zu bestimmen. Ein Überblick über die 
erstellten Resistenzprofile ist in Tab. 15 gegeben. Die erhaltenenen prozentualen Verteilungen 







Tab. 15: Antibiotikasensitivitätsprofile der getesteten Mastitisisolate 
Antibiotikum  E. coli  (n=90) 
Klebsiella spp.  
(n=62) 








S. uberis  
(n=69) 
Amoxicillin/Clavulansäure 
R 0 0 0 0 0 0 0 
I 1 0 0 0 0 0 0 
S 89 62 68 52 42 54 69 
Ampicillin 
R 25 22 1 0 0 0 0 
I 0 26 * 0 0 0 0 
S 65 14 * 52 42 54 69 
Cefazolin 
R 12 1 3 37 0 0 0 
I 0 0 0 * 0 0 0 
S 78 61 65 * 42 54 69 
Cefoperazon 
R 12 1 0 * 0 0 0 
I 0 0 0 * 0 1 0 
S 78 61 68 39 42 53 69 
Cefquinom 
R 11 0 0 13 0 0 0 
I 0 0 0 14 0 0 0 
S 79 62 68 25 42 54 69 
Erythromycin 
R / / 43 4 2 2 7 
I / / 0 34 1 0 3 
S / / 25 14 39 52 59 
Kanamycin/Cephalexin 
R 8 0 2 / 9 0 0 
I 0 0 0 / 0 0 0 
S 82 62 66 / 33 54 69 
Marbofloxacin 
R 9 0 10 2 0 0 0 
I 3 0 0 4 0 0 0 
S 78 62 58 46 42 54 69 
Oxacillin 
R / / 7 35 0 0 0 
I / / 0 0 0 0 0 
S / / 61 17 42 54 69 
Penicillin G 
R / / 12 0 0 0 0 
I / / 0 0 0 0 0 
S / / 56 52 42 54 69 
Pirlimycin 
R / / 43 / 1 6 17 
I / / 0 / 0 0 0 
S / / 25 / 41 48 52 
n: Anzahl der Isolate, R: resistent, I: intermediär, S: sensibel, /: kein Breakpoint nach CLSI Guidelines  M100 und VET08 und Feßler et al. (2017) angegeben bzw. Antibiotikum wird nicht 









Abb. 6: Grafische Darstellung der Resistenzverteilung 
Prozentuale Anteile der resistenten (schwarz), intermediären (grau) und sensiblen (weiß) Isolate an 
den gesamten Isolaten von E. coli (A), S. aureus (B) und Enterococcus spp. (C) gegen die getesteten 
Antibiotika AMC (Amoxicillin/Clavulansäure), AMP (Ampicillin), CEZ (Cefazolin), CPZ (Cefope-
razon), CEQ (Cefquinom), ERY (Erythromycin), K/C (Kanamycin/Cephalexin), MAF (Marbofloxa-
cin), OXA (Oxacillin), PEN (Penicillin G) und PIR (Pirlimycin), *: Antibiotikabeschichtung erlaubt 





4.1. Sequenzanalyse ausgewählter Isolate  
 
Ein Teil der auch im Silicone-Disc-Assay untersuchten Isolate wurde zusätzlich mittels Ge-
samtgenomsequenzierung untersucht. Dabei lag der Fokus vor allem auf den Spezies E. coli 
und S. aureus, um eine Gram-positive und eine Gram-negative Spezies abzubilden. Weiterhin 
wurde das Spektrum um 8 S. dysgalactiae-Isolate erweitert, um auch die in der bovinen 
Mastitis relevanten Streptokokken abbilden zu können. Die erhaltenen Ergebnisse lassen sich 
Tab. 16 entnehmen. Die identifizierten Antibiotika-Resistenzgene wurden mittels NCBI 
Blastx kontrolliert und auf eventuelle Sequenzunterschiede hin untersucht. Die Annotierungen 
der Genome wurde auf zusätzlich vorhandene antimikrobielle Resistenzgene geprüft. Dabei 
wurde besonders auf Diskrepanzen zwischen phänotypisch und genotypisch nachgewiesenen 
Resistenzen geachtet. Die beiden E. coli-Isolate IMT37484 und IMT37431 zeigten phänoty-
pisch keine Resistenzen gegen die getesteten Antibiotika, verfügen jedoch über das Gen 
mdfA. Dieses Gene kodiert einen trans-Membrantransporter, der neben Resistenzen gegen 
verschiedene lipophile Chemikalien auch Unempfindlichkeiten gegenüber diversen Antibioti-
ka wie Chloramphenicol und Erythromycin vermittelt [231]. Zusätzlich zu den auch mittels 
MHK-Bestimmung nachgewiesenen Resistenzen konnten im Genom der drei E. coli-Isolate 
IMT37477, IMT38014 und IMT37450 die zwei Varianten von Tetracyclin-Effluxpumpen, 
tet(A) und tet(B) nachgewiesen werden [232]. Weiterhin wurden die beiden Gene strA und 
aph(6)-Id (entspricht strB) in den Isolaten IMT37477 und IMT37450 nachgewiesen, die 
Resistenzen gegen Aminoglykoside vermitteln [233]. Die Gesamtgenomdaten von 
IMT37450, IMT37477 und IMT38014 enthalten die Sulfonamid-Resistenzgene sul1, sul2 und 
sul3.  
Die MRSA-Isolate IMT37556, IMT38253 und IMT38254 verfügen zusätzlich zu mecA, 
welches die Oxacillin-Resistenz vermittelt, über Gene für die Tetracyclin-Effluxpumpen 
Tet(K) und Tet(M). Für IMT37556 konnten phänotypisch Resistenzen gegen Erythromycin 
und Pirlimycin nachgewiesen werden. Während einer eingehenderen Analyse der Genomda-
ten konnte in allen S. aureus-Isolaten das Gen mepA identifiziert werden, das zur multidrug 
and toxin extrusion (MATE) family gehört und eine Multidrug-Effluxpumpe kodiert [234]. 
Darüber hinaus konnten für das S. aureus-Isolat IMT37547 die Gene aadK, das die Resistenz 







Tab. 16: Übersicht über die Gesamtgenom-sequenzierten Isolate  




Resistenzmustera Antimikrobielle Resistenzgene 
E. coli IMT37431 ST-442 / mdf(A)-like 
 
IMT37450 ST-410 AMP, MAF 
aadA1-like, aph(6)-Id, blaTEM-1B, dfrA1-
like, floR-like, mdf(A)-like, strA-like, sul3, 
tet(A) 
 IMT37453 ST-23 AMP, CEZ, CPZ, CEQ 
blaOXA-1, blaTEM-1A, catA1-like, dfrA1, floR-
like, mdf(A)-like, sul1, sul2 
 IMT37459 ST-58 AMP mdf(A)-like 
 IMT37477 ST-446 AMP aph(6)-Id, blaTEM-1B, floR-like, mdf(A)-like, strA, sul2, tet(B)-like 
 IMT37484 ST-2325 / mdf(A)-like 
 IMT38014 ST-88 AMP, K/C aph(3'')-Ib, aph(3')-Ia, aph(6)-Id, blaTEM-
1B, dfrA5, mdf(A)-like, sul2, tet(A) 
S. aureus IMT18132 ST-97 K/C, MAF blaZ-like 
 IMT37545 ST-479 / / 
 IMT37547 ST-1380 PIR, ERY / 
 IMT37556 ST-398 ERY, PEN, PIR, OXA blaZ-like, mecA, tet(K), tet(M) 
 IMT37632 ST-97 ERY, MAF, K/C, PIR / 
 IMT37695 ST-5 PIR, ERY / 
 IMT38253 ST-398 OXA blaZ-like, mecA, tet(K), tet(M) 
 IMT38254 ST-398 OXA mecA, tet(K), tet(M) 
S. dysgalactiae IMT37576 NG ERY, PIR tet(O), tet(M), tet(L), lnu(D), aadE, cat(pC221), erm(B) 
 IMT37584 NG / tet(M) 
 IMT37587 NG / / 
 IMT37590 NG / / 
 IMT37599 NG PIR tet(M), lnu(B), aph(3')-III, ant(6)-Ia, aadE 
 IMT37601 NG / tet(M)  
 IMT37602 NG / / 







Mehrere S. dysgalactiae-Isolate zeigten nach dem Ausstrich sowohl Kolonien mit α-
Hämolyse (Vergrünung) als auch Kolonien ohne wahrnehmbare Hämolyse. Auch durch Sub-
kultivierung ließ sich keine Kultur mit einheitlicher Hämolyse gewinnen. Um zu bestätigen, 
dass es sich um ein Isolat mit verschiedenen Morphologien handelte, wurde die DNA jeweils 
einer Kolonie jedes Phänotyps isoliert und anschließend sequenziert. Die erhaltenen Contigs 
wurden mittels Geneious 11.1.5 (Biomatters Ltd., Auckland, Neuseeland) zusammengefügt 
und miteinander verglichen. Dabei zeigte sich, dass beide Genome übereinstimmen. 
 
4.2. Biofilm-bildende Eigenschaften  
 
Die Fähigkeit der Isolate, Biofilme zu bilden, wurde in der vorliegenden Arbeit durch zwei 
unterschiedliche Protokolle verifiziert. Es wurden je 8 Isolate der Mastitis-relevanten Spezies 
auf ihre Biofilm-bildenden Eigenschaften hin untersucht. Isolate der Genera Klebsiella 
(K. pneumoniae und K. oxytoca) sowie Enterococcus (E. faecalis und E. faecium) wurden für 
diese Assays zusammengefasst. Die Isolate wurden vorallem nach ihrem Resistenzmuster 
(Tab. 15) aber auch –soweit bekannt- nach ihrer zeitlichen und geografischen Verteilung 
ausgewählt, um ein möglichst breites Spektrum an verschiedenen Pathogenen bei der Testung 






Tab. 17: Herkunft der für die Biofilm-Assays ausgewählten Isolate  
Spezies IMT Nr. Einsendung Herkunft 
E. coli IMT37431 2012 Niedersachsen 
 IMT37450 2013 Schleswig-Holstein 
 
IMT37453, IMT37459 2014 Bayern 
 IMT37466 2014 Nordrhein-Westfalen 
 IMT37477 2015 Sachsen-Anhalt 
 IMT37484 unbekannt unbekannt 
  IMT38013 2015 unbekannt 
E. faecalis IMT37502 unbekannt Brandenburg 
  IMT37912, IMT37913, IMT37914, IMT38030, IMT38031 2015 unbekannt 
E. faecium IMT38034, IMT38033 2015 unbekannt 
 IMT37501 2011 unbekannt 
K. oxytoca 37533 unbekannt unbekannt 
K. pneumoniae IMT37911, IMT38017, IMT38020 2015 unbekannt 
 IMT10809 2005 unbekannt 
 IMT37624 2013 Niedersachsen 
 IMT37625 2015 Bayern 
S. agalactiae IMT37615 2015 Sachsen-Anhalt 
 
IMT38021, IMT38022, IMT38023, 
IMT38025, IMT38025, IMT38026, 
IMT38028 
2015 unbekannt 
S. aureus IMT18132 2009 unbekannt 
 IMT37545 2013 Schleswig-Holstein 
 IMT37547 2014 Bayern 
 IMT37556 2015 Sachsen-Anhalt 
 IMT37632 2010 
Mecklenburg-
Vorpommern 
 IMT37695 2012 Niedersachsen 







Spezies IMT Nr. Einsendung Herkunft 
S. dysgalactiae IMT37576 2013 Bayern 
 IMT37584 2013 Nordrhein-Westfalen 
 IMT37587 2013 Schleswig-Holstein 
 IMT37590 2014 Niedersachsen 
 IMT37599, IMT37601 2015 Bayern 
  IMT37602 2015 Sachsen-Anhalt 
S. uberis IMT37568, IMT37572 unbekannt unbekannt 
 IMT37640, IMT37641 2012 Niedersachsen 
 IMT37661, IMT37662, IMT37663 2014 Bayern 




Zunächst wurden jeweils acht E. coli- und S. aureus-Isolate sowie zusätzlich zwei 
S. epidermidis-Referenzstämme im Kristallviolett-Assay untersucht. In diesem Verfahren 
wird der Biofilm durch Kristallviolett angefärbt und die optische Dichte ermittelt. Die grafi-
sche Darstellung der Ergebnisse aus drei unabhängigen Testungen nach Abzug der unbeimpf-
ten Kontrolle lässt sich Abb. 7 entnehmen. Die beiden S. epidermidis-Referenzstämme 
ATCC12228 und RP62A bildeten einen Biofilm mit einer mittleren OD550nm unter 0,2. Für 
das E. coli-Isolat IMT37484 ließ sich mit einer ermittelten OD550nm von 0,35 der stärkste 
Biofilm von allen getesteten Isolaten nachweisen. Das zu den MDR E. coli gehörende Isolat 
IMT37453 bildete den schwächsten Biofilm unter den untersuchten E. coli-Isolaten aus 
(OD550nm = 0,158). Die OD550nm der übrigen sechs getesteten E. coli-Isolate lagen in einem 
sehr ähnlichen Bereich zwischen OD550 0,214 und 0,264. .  
Für die beiden S. aureus-Isolate IMT18132 (OD550nm=0,227) und den MRSA IMT37556 
(OD550nm=0,238) ließen sich die stärksten Biofilme im Kristallviolett-Assay nachweisen. Die 
restlichen sechs S. aureus-Isolate bildeten vergleichsweise geringere Biofilme, mit einer 







Abb. 7: Grafische Auswertung des Kristallviolett-Assays 
Vergleich der normalisierten OD550nm nach 24 h Inkubation bei 37 °C und 150 rpm im Schüttelinkuba-
tor in 96-Well-Platten, Darstellung als Box-Plot: Mediane (zentrale Linie), mittlere Quantile (Box), 
10. und 90. Perzentil (Whiskers), Mittelwerte aus drei unabhängigen Replikaten mit Standardabwei-
chungen aufgetragen 
 
Generell wiesen viele Isolate in den drei Replikaten des Kristallviolett-Assay hohe Stan-
dardabweichungen auf. Dies galt insbesondere für die E. coli-Isolate IMT37450, IMT37453 
und IMT37484. Eine Übersicht über die ermittelten Mittelwerte der OD550nm mit den jeweili-






Tab. 18: Übersicht der Ergebnisse des Kristallviolett-Assays 
Spezies Isolat Mittelwert OD550nm Standardabweichung 
E. coli IMT37431 0,264 0,022 
 
IMT37450 0,257 0,032 
 
IMT37453 0,158 0,051 
 
IMT37459 0,231 0,026 
 
IMT37466 0,237 0,020 
 
IMT37477 0,214 0,015 
 
IMT37484 0,350 0,103 
  IMT38014 0,238 0,009 
S. aureus IMT18132 0,227 0,010 
 
IMT37545 0,119 0,007 
 
IMT37547 0,148 0,011 
 
IMT37556 0,238 0,034 
 
IMT37632 0,160 0,023 
 
IMT37695 0,116 0,007 
 
IMT38253 0,153 0,010 
  IMT38254 0,154 0,008 
S. epidermidis RP62A 0,160 0,022 
  ATCC12228 0,193 0,015 
 
Die fluoreszierende Eigenschaft von Kristallviolett wurde zudem genutzt, Biofilme mittels 
Konfokalmikroskopie (engl. Confocal laser scanning microscopy, CLSM) zu untersuchen und 
Rückschlüsse auf die Natur der Biofilmbestandteilt zu ziehen, die durch diesen Farbstoff 
angefärbt werden. In Abb. 8 sind die filamentartigen Strukturen des ausgebildeten Biofilms 






Abb. 8: CLSM-Aufnahme eines S. epidermidis-Biofilms, gefärbt mit Kristallviolett 
Repräsentativer Ausschnitt eines für 24 h bei 37 °C und 150 rpm auf Glasdeckgläsern kultivierten 
S. epidermidis-Biofilms (ATCC12228), Kristallviolett gefärbte Bereiche in Rot dargestellt, Markie-
rung der filamentartigen Strukturen durch Pfeile, Aufnahme in 20x Vergrößerung 
 
In einem weiteren Versuch sollte näher untersucht werden, welche Bestandteile von Biofil-
men durch Kristallviolett angefärbt werden. Dazu wurde ein Biofilm des S. epidermidis-
Referenzstamms ATCC12228 angezüchtet und neben Kristallviolett (Abb. 9C) mit verschie-
denen Fluoreszenzfarbstoffen gefärbt, die an unterschiedliche, definierte Matrixbestandteile 
binden. So konnten in diesem Versuch α-D-Mannose und α-D-Glucose mit Concanavalin A 
(Abb. 9A), Proteine mit Sypro Orange (Abb. 9B) und DNA mit DAPI (Abb. 9D) des Biofilms 






Abb. 9: CLSM-Aufnahme der einzelnen Matrixbestandteile eines S. epidermidis-Biofilms 
Repräsentativer Ausschnitt eines 24 h angezogenen S. epidermidis-Biofilms (ATCC12228). Färbung 
von α-D-Mannose und α-D-Glucose (Concavalin A) (A), Proteine (Sypro Orange) (B), DNA (DAPI) 
(C) und Kristallviolett-bindenden Komponenten (C) und DNA (D), Aufnahmen in 63x Vergrößerung 
 
In Abb. 10 sind die übereinandergelegten Fluoreszenzaufnahmen der vier eingesetzten Farb-
stoffe gezeigt. Dadurch lassen sich Bereiche erkennen in denen die Signale der Matrix-






Abb. 10: Übereinander gelegte CLSM-Aufnahme der Matrix eines S. epidermidis-Biofilms 
Repräsentativer Ausschnitt eines 24 h kultivierten S. epidermidis-Biofilms (ATCC12228), übereinan-
der gelegte Fluoreszenzaufnahmen verschiedener Biofilmkomponenten und der Kristallviolett-
Färbung einer Mehrfachfärbung, zusammengefügte Aufnahmen jeweils von Kristallviolett und Prote-
ine (A), α-D-Mannose und α-D-Glucose (B), DNA (C), allen gefärbten Komponenten (D), Aufnah-







4.2.2. Etablierung des Silicone-Disc-Assays 
 
Neben der Charakterisierung der Biofilm-bildenden Eigenschaften durch den Kristallviolett-
Assay wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit der Silicone-Disc-Asssay als neuer Biofilm-
Assay etabliert. Neben den im Kristallviolett-Assay untersuchten E. coli- und S. aureus-
Isolaten wurden auch je 8 Isolate der anderen ausgewählten Mastitiserreger unter Verwen-
dung von Silikoncoupons (5mm Durchmesser) analysiert. Dabei wurden die eng miteinander 
verwandten Klebsiella- und Enterococcus-Spezies jeweils zusammengefasst. Die neue Me-
thode wurde in drei unabhängigen Replikaten je Isolat durchgeführt und evaluiert. Für das 
final etblierte Protokoll wurde eine Übernachtkultur auf ca. 105 KbE/ml in BHI-Medium 
verdünnt. In einer 24-Well Platte wurden Silikoncoupons (bess medizintechnik GmbH, Ber-
lin, Deutschland) mit einem Durchmesser von 5 mm und einer Fäche von 19,635 mm2 plat-
ziert. Es wurde 1 ml der verdünnten Übernachtkultur vorsichtig auf die Silikoncoupons gege-
ben um das Ablösen der Coupons vom Boden der Wells zu verhindern. Die Inkubation erfolg-
te über 24 h bei 37 °C unter leichtem Schütteln bei 150 rpm. Anschließend wurden nicht-
adhärente Bakterien durch einmaliges Waschen der Coupons in ddH2O entfernt und diese in 
500 µl Phosphatpuffer überführt. Der Biofilm wurde in einem Ultraschallbad (BANDELIN 
electronic GmbH & Co. KG, Berlin, Deutschland) bei einer Intensität von 100 % über 10 min 
von der Oberfläche gelöst. Anschließend wurde die KbE/Coupon der abgelösten Bakterien-
suspensionen mittels Drop-Plating auf LB-Agar bestimmt [212]. 
Für die als sehr gute Biofilmbildner bekannten Referenzstämme P. aeruginosa DSM939 und 
PAO1 und S. epidermidis RP62A ergaben sich mittlere KbE/Coupon von 7,2x107, 2,5x108 
und 2,1x107. Diese Werte wurden zur Definition eines starken Biofilmbildners ab einer 
KbE/Coupon von 1x107 herangezogen. Für den als Biofilm negativen beschriebenen Stamm 
ATCC12228 ergab sich eine mittlere KbE/Coupon von 4,7x106. Die grafische Auswertung für 







Abb. 11: Auswertung des Silicone-Disc-Assays der Referenzstämme 
Vergleich der KbE je Coupon (5 mm Durchmesser) nach 24 h Inkubation bei 37 °C und 150 rpm, 
Darstellung als Box-Plot: Mediane (Linie), mittlere Quantile (Box), 10. und 90. Perzentil (Whiskers), 
Ergebnisse aus drei unabhängigen Replikaten 
 
In Abb. 12 sind die Ergebnisse für alle 8 E. coli- und Klebsiella spp.-Isolate dargestellt. Un-
abhängig von der Spezies bildeten die meisten Isolate einen Biofilm mit einer KbE/Coupon 
von über 1x106. Die E. coli-Isolate IMT37431, IMT37450 und IMT38014 und K. oxytoca 









Abb. 12: Auswertung des Silicone-Disc-Assays für E. coli und Klebsiella spp. 
Vergleich der KbE je Coupon (5 mm Durchmesser) nach 24 h Inkubation bei 37 °C und 150 rpm, 
Darstellung als Box-Plot: Mediane (Linie), mittlere Quantile (Box), 10. und 90. Perzentil (Whiskers), 
E. coli-Isolate (A), Klebsiella spp.-Isolate (B), Ergebnisse aus drei unabhängigen Replikaten 
 
Die untersuchten Streptococcus spp. bildeten generell einen geringeren Biofilm aus. Lediglich 
für das Isolat IMT37615 der Spezies S. agalactiae konnte eine KbE/Coupon von über 1x107 








Abb. 13: Auswertung des Silicone-Disc-Assays für die Streptococcus spp. 
Vergleich der KbE je Coupon (5 mm Durchmesser) nach 24 h Inkubation bei 37 °C und 150 rpm, 
Darstellung als Box-Plot: Mediane (Linie), mittlere Quantile (Box), 10. und 90. Perzentil (Whiskers), 







Bei den untersuchten drei untersuchten Isolaten der Streptococcus spp. trat besonders häufig 
eine Autoaggregation auf. Dabei hafteten die Bakterien verstärkt aneinander und nicht an der 
Silikonoberfläche (Abb. 14.). 
 
Abb. 14: Autoaggregation verschiedener Streptokokkenisolate im Silicone-Disc-Assay 
Streptococcus-Isolate nach 24 h Inkubation unter leichtem Schütteln (150 rpm) bei 37 °C auf Silikon-
coupons, Ausbildung eines schwachen Biofilms und verstärkte Aggretation aneinander  
 
Die getesteten S. aureus-Isolate ließen sich in zwei Gruppen unterteilen, mit Biofilmen über 
(n=3) und unter 1x107 KbE/Coupon (n=5). Die niedrigste bestimmte KbE/Coupon lag bei 









Abb. 15: Auswertung des Silicone-Disc-Assays für S. aureus und Enterococcus spp. 
Vergleich der KbE je Coupon (5 mm Durchmesser) nach 24 h Inkubation bei 37 °C und 150 rpm, 
Darstellung als Box-Plot: Mediane (Linie), mittlere Quantile (Box), 10. und 90. Perzentil (Whiskers), 
S. aureus-Isolate (A) und Enterococcus spp. (B), Ergebnisse aus drei unabhängigen Replikaten 
 
Der Silicone-Disc-Assay lies deutliche Unterschiede in den Biofilm-bildenden Eigenschaften 
zwischen den getesteten Spezies erkennen (Abb. 16). Die analysierten Enterobakterien E. coli 
und Klebsiella spp. sowie S. aureus zeigten hier eine besonders dicht bewachsene Coupon-
oberfläche. Für die 8 E. coli-Isolate betrug der Mittelwert 7,8x106 KbE/Coupon und für die 
Klebsiella spp. 1,0x107 KbE/Coupon. Zwischen den 8 getesteten S. aureus-Isolaten schwank-
te die Fähigkeit, einen Biofilm auszubilden mit KbE/Coupon zwischen 3,3x106 und 2,0x107. 







Abb. 16: Vergleich der Biofilm-bildenden Eigenschaft unterschiedlicher Mastitis-Erreger 
Vergleich der KbE/Coupon (5 mm Durchmesser) nach 24 h Inkubation bei 37 °C und 150 rpm, 
Darstellung als Box-Plot: Medians (Linie), mittlere Quantile (Box), 10. und 90. Perzentil (Whis-
kers), Ausreißer (Punkte), alle getesteten Isolate je Spezies zusammengefasst, Mittelwerte der 
KbE/Coupon: E. coli (7,8x106), Enterococcus spp. (6,0x105, E. faecalis und E. faecium), Klebsiella 
spp. (1,0x107, K pneumoniae und K. oxytoca), S. agalactiae (5,4x105), S. aureus (9,5x106), 
S. dysgalactiae (8,0x104), S. uberis (1,2x105) (A); zusammengefasste Mittelwerte der KbE/Coupon: 
Enterobacteriaceae spp. (9,6x106, E. coli und Klebsiella spp.), Staphylococcus spp. (9,5x106), 





Sowohl die Enterokokken als auch die Streptokokken bildeten einen vergleichsweise schwa-
chen Biofilm mit einer mittleren KbE/Coupon von 9,4x105. Die beiden analysierten Entero-
kokkenspezies E. faecium und E. faecalis wiesen eine mittlere KbE/Coupon von 6,0x105, 
S. agalactiae von 5,4x105 und S. uberis von 1,2x105 auf. Von den untersuchten Spezies bilde-
te S. dysgalactiae mit 8,0x104 KbE/Coupon den geringsten Biofilm.  
 
Um einen Überblick über die Verteilung der Bakterien auf den Silkoncoupons zu erhalten 
wurden ausgewählte Isolate nach der Inkubation auf den Coupons mittels Rasterelektronen-
mikroskopie (REM) untersucht. Dabei konnte für E. coli IMT38014 und S. aureus IMT37556 
nach der Inkubationszeit die Ausbildung erster Aggregate nachgewiesen werden (Abb. 17 und 
Abb. 18). In der 10000x Vergrößerung waren bei beiden Isolaten auch erste Strukturen er-
kennbar, die die Bakterien einhüllten und miteinander verbanden (Abb. 17 und Abb. 18, 
jeweils Bildausschnitt C). Darüber hinaus bildeten sich erste Strukturen der Biofilmarchitek-
tur. E. faecalis IMT37502 wies eine besonders homogene Verteilung auf dem Silikoncoupon 
auf (Abb. 19A). Die Bakterien lagerten sich zu kurzen Ketten zusammen und waren ebenfalls 






Abb. 17: REM-Aufnahmen von Silikoncoupons bewachsen mit E. coli IMT38014 
Rasterelektronenmikroskopische (REM) Aufnahmen nach der Inkubation von IMT38014 für 24 h bei 
37 °C und 150 rpm auf Silikoncoupons, Silikoncoupon vollständig von Bakterien bedeckt, 500x 
Vergrößerung (A), Ausbildung erster Aggregate, 2000x Vergrößerung (B) und kapsel-artige Hüll-







Abb. 18: REM-Aufnahmen von Silikoncoupons bewachsen mit S. aureus IMT37556 
Rasterelektronenmikroskopische (REM) Aufnahmen nach der Inkubation von IMT37556 für 24 h bei 
37 °C und 150 rpm auf Silikoncoupons. Silikoncoupon unregelmäßig von Bakterien bedeckt, 500x 
Vergrößerung (A), Ausbildung teils deutlich mehrdimensionale Strukturen der Biofilmarchitektur, 
wie Kanäle aus (Pfeil), 2000x Vergrößerung (B), kompakt gelagerte Bakterien, die über eine Hülle 







Abb. 19: REM-Aufnahmen von Silikoncoupons bewachsen mit E. faecalis IMT37502 
Rasterelektronenmikroskopische (REM) Aufnahmen nach der Inkubation von IMT37502 für 24 h bei 
37 °C und 150 rpm auf Silikoncoupons, Coupon gleichmäßig von Bakterien bedeckt, 500x Vergröße-
rung (A), Ausbildung erster kleinerer Aggregate, 2000x Vergrößerung (B) und Zusammenlagern zu 
Ketten 10000x Vergrößerung (C). 
 
Weiterhin wurde der Silicone-Disc-Assay für die Untersuchung von komplexen Multispezies-
Biofilmen eingesetzt. Das Drop-Plating zur Bestimmung der Keimzahlen erfolgte dabei auf 
Chrom-Orientierungsagar. Der Silicone-Disc-Assay für komplexe Biofilme wurde mit Hilfe 
der bereits im Monospezies-Ansatz getesteten Isolate in zufälligen Kombinationen etabliert. 
In Abb. 20 sind die Ergebnisse dreier verschiedene Erregerkombinationen dargestellt. Es 
konnte gezeigt werden, dass die Kombination IMT37628 (K. pneumoniae) und IMT37431 
(E. coli), im Vergleich zu einer einzelnen Kultivierung der beiden Isolate, eine verringerte 
Biofilmbildung aufwies. IMT37453 (E. coli), und IMT37502 (E. faecalis) wurden durch das 
jeweils andere Isolat nicht in ihrer Biofilmbildung beeinflusst. Für den untersuchten MRSA 





einzelnen Testung dieses Isolats ein reduzierter Biofilm nachgewiesen werden. Bei einer 
Kokultivierung mit E. faecalis IMT37502 veränderte sich die Biofilmbildung im Vergleich 
zur Einzeltestung des MRSA hingegen nicht. 
 
 
Abb. 20: Biofilm-bildende Eigenschaft ausgewählter Isolate in zufälliger Kombination 
Vergleich der KbE je Coupon (5 mm) nach 24 h Inkubation, statistische Analyse mittels T-Test, 
Mittelwerte der KbE/Coupon der Untersuchungen der Monospeziesbiofilme („einzeln“) sowie der 
komplexen Biofilme („kombiniert“), Testung von E. coli IMT37453 und S. aureus IMT37556 (A), 
Testung von K. pneumoniae IMT37628 und E. coli IMT37431 (B), Testung von S. aureus IMT37556 
und E. faecalis IMT37453 (C), statische Analyse mittels t-Test für unverbundene Stichproben in 3 
unabhängigen Replikaten 
 
Nach der erfolgreichen Etablierung des Protokolls wurden komplexe Biofilme aus Isolaten, 
die aus derselben Milchprobe stammen, getestet. Dadurch konnten Bakteriengemeinschaften 
analysiert werden, die sich bereits ein gemeinsames Habitat geteilt hatten. Einige Isolate 
(E. coli IMT37442 und K. pneumoniae IMT37620, S. uberis IMT37650 und 
S. aureusIMT37454) zeigten in den kombinierten Ansätzen ein vergleichbares Wachstum wie 
in einem Monospezies-Biofilm (Abb. 21 A und B), während andere Isolate (S. uberis 
IMT37638 und IMT37655) in Anwesenheit anderer Bakterien (S. aureus IMT37698 und 






Abb. 21: Biofilm-bildende Eigenschaft ausgewählter Isolate aus einer Milchprobe 
Vergleich der KbE je Coupon (5 mm) nach 24 h Inkubation, statistische Analyse mittels T-Test, 
Mittelwerte der KbE/Coupon der Untersuchungen der Monospeziesbiofilme („einzeln“) sowie der 
komplexen Biofilme („kombiniert“), Testung von E. coli IMT37453 und S. aureus IMT37556 (A), 
Testung von K. pneumoniae IMT37628 und E. coli IMT37431 (B), Testung von S. aureus 
IMT37556 und E. faecalis IMT37453 (C), statische Analyse mittels t-Test für unverbundene Stich-





































































4.3. Testung ausgewählter Antimikrobiell wirksamer Peptide (AMPs) 
4.3.1. Minimale Hemmkonzentration (MHK) 
 
Die Testung der MHK für ausgewählte AMP-Erreger-Kombinationen wurde nach dem Proto-
koll von Wiegand et al. [213] durchgeführt.  
Bei den analysierten Isolaten der projektinternen Stammsammlung handelte es sich um einen 
multi-resistenten E. coli (IMT37453), einen MRSA (IMT37556), ein K. pneumoniae- 
(IMT38020) und ein E. faecium-Isolat (IMT38034). Die ermittelten MHK-Werte gegen die 
genutzten AMPs lassen sich Tab. 19 entnehmen. Insbesondere Protamin und OH-CATH30 
zeigten eine starke antimikrobielle Wirkung gegen alle getesteten Mastitisisolate. Für 
AMP72, AMP126 und Esculentin lagen die ermittelten MHK-Werte hingegen zwischen 250 
µg/ml und 500 µg/ml für getesteten Isolate. Die größten Unterschiede der MHK-Werte zwi-
schen den verschiedenen getesteten Isolaten konnten für BMAP-Fragment nachgewiesen 
werden. Die MHK-Werte lagen für E. coli IMT37453 mit 15,6 µg/ml in einem sehr niedrigen 
Bereich und stiegen auf 125 µg/ml für den MRSA IMT37556 und 250 µg/ml für E. faecium 
IMT38014. Gegen K. pneumoniae IMT38020 konnte im dem getesteten Konzentrationsbe-
reich zwischen 1 mg/ml und 8 µg/ml keine antimikrobielle Wirkung von BMAP-Fragment 
nachgewiesen werden. 
 
Tab. 19: MHK-Werte ausgewählter AMPs gegen Mastitiserreger 
Isolate der RemuNa-Stammsammlung, Ergebnisse angegeben in µg/ml  








AMP72 500 500 500 250 
AMP126 500 500 500 250 
BMAP-Fragment 15,6 125 >1000 250 
Esculentin 250 500 500 250 
OH-CATH30 7,8 62,5 15,6 7,8 
Protamin 62,5 15,6 62,5 31,3 
 
Ein Überblick über die untersuchten Isolate der IMT-Stammsammlung und der untersuchten 
Referenzstämme sowie die ermittelten MHK-Werte ist in Tab. 20 gegeben. Gegen die unter-
suchten E. coli und S. aureus-Isolate ließen sich Protamin MHK-Werte zwischen 31,3 und 
125 µg/ml ermitteln. Die Werte für OH-CATH30 gegen die E. coli-Isolate fielen mit 7,8 und 





Tab. 20: MHK-Werte ausgewählter AMPs gegen Isolate der IMT-Stammsammlung  
Ergebnisse angegeben in µg/ml 













Esculentin 500 1000 500 >1000 >1000 >1000 >1000 
OH-CATH30 15,6 7,8 7,8 250 250 15,6 1000 
Protamin 125 31,3 31,3 31,3 31,3 31,25 15,6 
Wirtsspezies Wildvogel Hund Rind Pferd  Katze Mensch Mensch 
klinisches Bild klinisch gesund Harnwegs-infektion Mastitis 
Wundheilungs-




Information ST648 ST131 
ST410, starker 
Biofilmbildner MRSA MSSA ST73 [236] 
MSSA, ST5 
[237] 






4.3.2. Antimikrobielle Eigenschaften AMP-beschichteter Oberflächen 
 
Am Fraunhofer-Institut für Zelltherapie und Immunologie wurde, neben dem Referenzpeptid 
BMAP-27, das AMP OH-CATH30 an die bereits im Silicone-Disc-Assay eingesetzten Sili-
konfolien gekoppelt und die antimikrobielle Wirksamkeit der so behandelten Oberflächen 
bestimmt.   
Bei Verwendung des MDR E. coli IMT37453 (Abb. 22A) konnte nach 3-stündiger Inkubation 
bei 37 °C die Keimlast im Vergleich zur unbeschichteten Kontrolle von 4,7x107 auf 5,8x105 
für BMAP-27 und 1,7x105 für OH-CATH30 reduziert werden. Somit konnte sowohl mit dem 
Referenzpeptid als auch mit OH-CATH30 eine Reduktion der Keimlast um 2 log-Stufen 
erzielt werden. Um die Beständigkeit der Kopplung der AMPs zu überprüfen und die Aktivi-
tät eventuell gelöster AMPs zu verifizieren, wurden die Oberflächen eingangs für 1 h mit 
MHB inkubiert. Dieses Medium wurde anschließend für 3 h mit der Bakteriensuspension 
inkubiert. Es konnte auch in den Überständen eine antimikrobielle Aktivität nachweisen 
werden (Abb. 22B). Im Vergleich zu der Wachstumskontrolle unbehandelter Oberflächen, 
zeigte sich eine Reduktion der Keimlast um ca. 1 log-Stufe. 
 
Abb. 22: Wirkung AMP-beschichteter Oberflächen und Überstände gegen E. coli 
KbE/ml nach Inkubation des E. coli-Isolats IMT37453 auf den AMP-beschichteten Silikoncoupons 
(A), KbE/ml des Überstandes zum Nachweis abgelöster AMPs (B), Mittelwerte der ermittelten KbE 
(nach 3h Inkubation bei 37°C) mit Standardabweichungen, Kontrolle: Wachstumskontrolle, behandel-







Darüber hinaus wurde, als Vertreter Gram-positiver Bakterien, das MRSA-Isolat IMT37556 
untersucht (Abb. 23). Auch für dieses Isolat konnte durch die AMP-Beschichtung eine Re-
duktion der Keimlast nach 3 h um 2 log-Stufen erzielt werden (Abb. 23A). Im Vergleich zu 
den für eine Stunde auf der unbeschichteten Kontrolloberfläche inkubierten Überständen 
führten die Analysen der Überstände beschichteter Oberflächen zu einer Reduktion der 
KbE/ml um etwa 1 log-Stufe (Abb. 23B). 
 
 
Abb. 23: Wirkung AMP-beschichteter Oberflächen und Überstände gegen MRSA 
KbE/ml nach Inkubation des MRSA IMT37556 auf den AMP-beschichteten Silikoncoupons (A), 
KbE/ml des Überstandes zum Nachweis abgelöster AMPs (B), Mittelwerte der ermittelten KbE (nach 
3h Inkubation bei 37°C) mit Standardabweichungen, Kontrolle: Positivkontrolle, Oberfläche ohne 










Bakterien und andere Mikroorganismen leben in Gemeinschaften, die an lebenden oder toten 
Oberflächen anhaften und von einer schleimartigen Matrix umgeben sind. Diese hoch kom-
plexen Netzwerke bezeichnet man als Biofilme [5]. Biofilme sind maßgeblich an der Entste-
hung und Aufrechterhaltung verschiedener human- und veterinärmedizinisch bedeutsamer 
Erkrankungen wie beispielsweise Mukoviszidose [41, 42], Parodontitis [48] und Implantat-
assoziierten Infektionen [52, 53] beteiligt. Darüber hinaus bilden Biofilme in der Lebensmit-
telindustrie eine entscheidende Kontaminationsquelle [35-37] und stellen durch den Verzehr 
verunreinigter Produkte somit ein Gesundheitsrisiko dar [38].  
Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen des durch die Bundesanstalt für Landwirtschaft und 
Ernährung (BLE) geförderten Verbundprojektes RemuNa (Reduktion multiresistenter, patho-
gener Bakterien in der Milchgewinnung: Einsatz antimikrobiell wirkender Peptide zur Be-
kämpfung bakterieller Infektionserreger in Biofilmen sowie Entwicklung eines Schnelltests 
zum Nachweis von Krankheitserregern) angefertigt. Ziel dieses Projektes war die Reduktion 
der bakteriellen Keimlast an relevanten Oberflächen in Milchviehbetrieben. Die Ergebnisse 
lassen sich jedoch auch auf andere Bereiche anwenden, in denen die Anlagerung von Bakte-
rien und die Ausbildung von Biofilmen vermieden werden soll. 
Die Mastitis des Rinds führt nicht nur zu einer Minderung des Tierwohls, sondern verursacht 
in der Milchviehhaltung enorme Kosten, die sich vor allem durch die verringerte Milchleis-
tung erkrankter Kühe und hohe Remontierungskosten ergeben. Hinzu kommen weitere Kos-
ten für Arzneimittel, den Tierarzt, die Entsorgung Hemmstoff-belasteter Milch und die Mehr-
arbeit des Landwirts bzw. der Landwirtin [1].  
In der vorliegenden Arbeit ist es gelungen, einen breiten Einblick in verschiedenste aktuelle 
Mastitisisolate und der Resistenzlage zu gewinnen. Es konnte ein neuer, quantifizierbarer 
Assay zur Analyse der Biofilm-bildenden Eigenschaften diverser bakterieller Spezies etabliert 
werden, der deutliche Vorteile gegenüber dem Kristallviolett-Assay aufweist. Mit Hilfe modi-
fizierter, AMP-beschichteter Oberflächen konnte eine Reduktion der Keimlast auf Silikon-
oberflächen nachgewiesen werden. Mit Hilfe weiterer Optimierungen dieses Kopplungspro-
zesses könnte die Keimlast sowohl im Umfeld der Milchindustrie als auch in der Human- und 






5.1. Charakterisierung der Isolate 
 
Im Verlauf der vorliegenden Arbeit konnten insgesamt 496 im Zeitraum von 2012 – 2017 
gewonnene Isolate asserviert und weitergehend charakterisiert werden. Die initiale Untersu-
chung der Milchproben laktierender Kühe mit klinischer oder subklinischer Mastitits aus 
deutschen Betrieben wurde von der bovicare GmbH und der RIPAC-Labor GmbH durchge-
führt und die Isolate an das Institut für Mikrobiologie und Tierseuchen (IMT) übersendet. Das 
Projekt fokussierte sich dabei auf die 9 Zielspezies Escherichia coli, Enterococcus faecalis, 
Enterococcus faecium, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Staphylococcus aureus, 
Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae und Streptococcus uberis. Mit insge-
samt 124 Isolaten (25,1 %) konnte S. uberis mit Abstand am häufigsten in den Proben nach-
gewiesen werden. Darüber hinaus wurden häufig weitere Streptokokkenspezies 
(S. dysgalactiae und S. agalactiae), S. aureus, verschiedene Enterobakterien und Enterokok-
ken nachgewiesen und in die Stammsammlung aufgenommen.  
Die Verteilung der untersuchten Mastitisisolate lässt nur bedingt Rückschlüsse auf ihr an-
teilsmäßiges Vorkommen in der bovinen Mastitis in Deutschland im Untersuchungszeitraum 
zu, da im Verlauf des Projektes gezielt einzelne Spezies in die Stammsammlung aufgenom-
men wurden, um das projektinterne Ziel, 50 Isolaten je Spezies zu asservieren, zu erreichen. 
Es lässt sich jedoch erkennen, dass besonders S. uberis als Mastitiserreger aktuell von großer 
Bedeutung ist, was auch in anderen Studien belegt werden konnte [238-240]. Laut Jahresbe-
richt 2017 des Landeskontrollverbandes Berlin-Brandenburg e.V. wurden in den dort unter-
suchten Milchproben besonders häufig umweltassoziierte Erreger wie Koagulase-negative 
Staphylokokken und coliforme Keime (inklusive E. coli) nachgewiesen [241]. Bei den euter-
assoziierten Erregern konnte vor allem S. aureus isoliert werden. Zu den seltenen Mastitiser-
regern zählen laut dieser Erfassung unter anderem verschiedene Hefen, Nocardien, Protothe-
ken, Mykoplasmen und Mykobakterien [241]. Auf die Untersuchung dieser Keime wurde im 
Rahmen dieser Arbeit verzichtet, da sie nur sporadisch auftreten und teils besondere Kultivie-
rungsbedingungen für weiterführende Analysen erfordern [241]. Die Koagulase-negativen 
Staphylokokken wurden ebenfalls nicht untersucht, da sie eine heterogene Gruppe vieler 
verschiedener Staphylococcus spp. bilden. Somit war zu Projektbeginn davon auszugehen, 
dass von den einzelnen Spezies nicht ausreichend Isolate in die Stammsammlung aufgenom-
men werden können, um das Ziel, 50 Isolate je Spezies für weiterführende Untersuchungen zu 





Neben den oben aufgeführten Zielspezies wurden im Projektverlauf auch weitere Erreger in 
die Stammsammlung aufgenommen, da sie mit zunehmender Häufigkeit in den untersuchten 
Milchproben isoliert wurden. Dazu zählten im Besonderen verschiedene Lactococcus Spezies, 
wie Lactococcus lactis, die bekanntermaßen für Mastitiserkrankungen verantwortlich sein 
können [242, 243]. Diese Isolate stehen für zukünftige Fragestellungen außerhalb des be-
schriebenen Projektes zur Verfügung, um Rückschlüsse auf ihr Resistenzprofil einschließlich 
dessen Entwicklung, ihre Biofilm-bildenden Eigenschaften und ihre Bedeutung für die bovine 
Mastitis in den kommenden Jahren zu evaluieren.  
Die Testung der Sensitivitätsprofile wurde für die angelegte Stammsammlung unter Verwen-
dung der kommerziell erhältlichen MICRONAUT-S Mastitis 3 durchgeführt, um Rückschlüs-
se auf die aktuelle Feldsituation zu gewinnen. Isolate werden als resistent bezeichnet, wenn 
ein Antibiotikum nach dem Einsatz der empfohlenen Dosis nicht in der Lage ist, einen Erre-
ger am Infektionsort vollständig abzutöten oder dessen Wachstum effektiv zu hemmen [244, 
245]. Sowohl für sieben E. coli-Isolate, als auch acht S. aureus-Isolate und acht S. dysgalac-
tiae-Isolate, wurde eine Gesamtgenomanalyse durchgeführt und Ergebnisse der phänotypi-
schen Sensitivitätstestung mit den genomischen Daten verglichen. Auf diese Weise konnten 
zusätzlich vorhandene Gene identifiziert werden, die Resistenzen gegen Antibiotika vermit-
teln, die in der MHK-Bestimmung nicht berücksichtigt wurden. Da es sich bei den getesteten 
Antibiotika speziell um zur Behandlung der bovinen Mastitis eingesetzte Medikamente han-
delt, wurde kein vollständiger Überblick über die potenziellen phänotypischen Resistenzen 
der Isolate gewonnen. Da der Fokus der Arbeit jedoch auf der Charakterisierung von Mastiti-
sisolaten lag und das verwendete Layout der Microtiterplatte für die Indikation Mastitis an-
wendbaren Wirkstoffen abbildet, wurde das Testpanel an Antibiotika nicht erweitert. Einen 
zusätzlichen Einblick in die Resistenzlage konnte über die Gesamtgenomsequenzierung ge-
wonnen werden.  
Die minimalen Hemmkonzentrationen (MHK) verschiedener in Deutschland zur Behandlung 
der bovinen Mastitis zugelassener Antibiotika wurden bestimmt. Für diese Versuche erfolgte 
die Kultivierung der Bakterien in Mueller-Hinton-Medium. Es handelt sich dabei um ein 
antagonistenfreies Medium, in dem es nicht zu Wechselwirkung zwischen den getesteten 
Antibiotika und Bestandteilen des Mediums kommen kann. Zur Kultivierung der Streptokok-
ken wurde das Medium mit 2,5 % lysiertem Pferdeblut versetzt um die Wachstumsbedingun-
gen an diese Spezies anzupassen. Für das S. agalactiae-Isolat IMT39970 konnte trotz dieser 
Supplementierung kein Wachstum in den hemmstofffreien Kontrollkavitäten nachgewiesen 





Die Ergebnisse der MHK-Bestimmungen lassen keine Rückschlüsse auf die Prävalenz von 
resistenten respektive multiresistenten Erregern in der bovinen Mastitis zu, da im Laufe des 
Projektes gezielt (multi-) resistente Isolate ausgewählter Spezies (MRSA, MDR E. coli, 
S. agalactiae) in die Stammsammlung aufgenommen wurden und ihr Vorkommen daher nicht 
repräsentativ ist.  
Zwölf E. coli-Isolate wiesen Resistenzen gegen die untersuchten Cephalosporine der ersten, 
dritten und vierten Generation auf. Durch die Synthese von Hydrolasen sind verschiedene 
Bakterien in der Lage, β-Laktamantibiotika zu spalten und auf diese Weise zu inaktivieren 
[246]. Durch Mutationen erlangen bestimmte β-Laktamasen ein erweitertes Substratspektrum. 
Diese sogenannten β-Laktamasen mit einem erweiterten Substratspektrum (engl. Extended-
Spectrum beta-Lactamase, ESBL) gehören zu den Serin-β-Laktamasen und sind in der Lage 
sind oxyimino-β-Laktame zu hydrolysieren [247, 248]. Die phänotypische Unempfindlichkeit 
von Enterobacteriaceae spp. gegen Cefoperazon, ein Cephalosporin der dritten Generation, 
wurde als Verdachtsmoment für die ESBL-Bildung gewertet. Die phänotypische Bestätigung 
erfolgte durch den „confirmatory combined-disk test“ nach Vorgaben der CLSI. Dabei han-
delt es sich um einen Agardiffusionstest unter Verwendung der Cephalosporine Cefotaxim 
und Ceftazidim und der Kombination dieser Wirkstoffe mit dem β-Laktamase-Inhibitor Cla-
vulansäure, welcher die Wirkung der ESBL hemmt [208]. Es konnten ein ESBL-bildendes 
E. coli-Isolat und 11 Isolate, bei denen es sich nicht um klassische ESBL-Bildner handelt, 
identifiziert werden. Bei diesen Isolaten handelte es sich um multiresistente Vertreter, welche 
die ESBL-Definition nicht erfüllen, da der geforderte Unterschied im Durchmesser der 
Hemmhöfe nicht erreicht wurde. Ein Bakterienisolat gilt als multiresistent, wenn es nicht 
empfindlich gegen mindestens ein Antibiotikum aus drei oder mehr Wirkstoffgruppen ist 
[229, 230]. Dabei sollte sowohl die Indikation als auch die Spezies des Erregers berücksich-
tigt werden [249]. Obwohl sich aus den Daten keine Rückschlüsse auf die Prävalenz von 
resistenten und/oder multiresistenten Mastitis-assoziierten E. coli ziehen lassen, legen Daten 
aus der Routinediagnostik und Literatur jedoch nahe, dass deren Beteiligung an diesen Infek-
tionen niedrig ist. In Bayern konnte eine Studie in 4 % der untersuchten E. coli-Isolate aus an 
akuter Mastitis erkrankten Rindern (Beprobungszeitraum 2014-2016) ESBL-assoziierte Gene 
detektieren [3]. Eine deutschlandweite Studie konnte für 1,3 % der analysierten E. coli-Isolate 
ESBL-Bildung nachweisen [4].   
Für einzelne E. coli-Isolate ergaben sich Unterschiede zwischen den phänotypisch und geno-
typisch bestimmten Sensitivitätsprofilen. Obwohl phänotypisch keine Resistenz nachweisbar 





handelt es sich um ein Gen, dass eine Effluxpumpe codiert, die diverse Antibiotika, wie Chlo-
ramphenicol und Erythromycin und Kationen aus der Bakterienzelle transportiert [231]. Die 
Sequenz des Gens enthielt weder in IMT47484 noch in IMT37431 ein vorzeitiges Stoppco-
don, das auf eine fehlerhafte oder unvollständige Expression des Gens hinweisen könnte. Es 
ist möglich, dass das Transkript nicht translatiert wird oder eventuell notwendige posttransla-
tionale Modifikationen nicht erfolgen können. Da es sich um ein membranständiges Protein 
handelt, könnte auch der vesikuläre Transport in den beiden Isolaten fehlerhaft sein und es 
daher nicht zu einer phänotypisch ausgeprägten Resistenz kommt.  
Das in den E. coli-Isolaten IMT37477, IMT37453 und IMT37450 vorhandene Gen floR ver-
mittelt eine Resistenz gegen Florfenicol und dem strukturell ähnlichen Chloramphenicol 
[250], das in der Veterinärmedizin nicht zur Behandlung von Lebensmittelproduzierenden 
Tieren eingesetzt werden darf [251]. Florfenicol ist in der EU zugelassen zur Behandlung von 
Infektionen der Atemwege in Schweinen und Rindern [251]. Der Nachweis dieses Resistenz-
gens in verschiedenen E. coli-Isolaten könnte ein Hinweis darauf sein, dass das Isolat auch an 
anderen Infektionen beteiligt war oder die Resistenz durch horizontalen Gentransfer erworben 
hat. Die drei in IMT37450, IMT37477 und IMT38014 nachgewiesenen Sulfonamid-
Resistenzgene sul1, sul2 und sul3 sind auf Plasmiden lokalisiert [252, 253].  
S. aureus kann verschiedenste Infektionen auslösen und verfügt über unterschiedliche Exoto-
xine [254]. Es ist als Pathogen sowohl in der Human- als auch Veterinärmedizin von großer 
Bedeutung [255] und stellt dabei, insbesondere als nosokomialer Erreger, eine besondere, 
globale Herausforderung dar [256-259]. Methicillin-resistente Staphylococcus aureus 
(MRSA) aber auch Methicillin-sensible Staphylococcus aureus (MSSA) können, beispiels-
weise in Pferden, verschiedenste Infektion, wie Osteomyelitis, Metritis und Pneumonien 
auslösen [260]. Obwohl S. aureus einen der wichtigsten Erreger der bovinen Mastitis darstellt 
[261], spielen MRSA dabei jedoch eine untergeordnete Rolle [262, 263]. Es konnten phäno-
typisch sieben MRSA detektiert werden. Mittels Sequenzanalyse konnte in drei der Stämme 
die Methicillin-Resistenzdeterminante mecA nachgewiesen werden. Das Gen mecA kodiert 
ein Penicillin-bindendes Protein mit einer sehr geringen Affinität gegenüber β-Laktam-
Antibiotika [264]. Diese Antibiotikaklasse inhibiert in sensitiven Bakterien die Zellwandsyn-
these durch die irreversible Bindung an diese Proteine, die als Transpeptidasen fungieren und 
für die Quervernetzung der Peptidoglykane verantwortlich sind [265, 266].  
Die MRSA-Isolate IMT37556, IMT38253 und IMT38254 verfügen zusätzlich zu mecA, 
welches die Oxacillin-Resistenz vermittelt, über die Tetracyclin-Effluxpumpen tet(K) und 





phänotypische Ausprägung der Resistenz nachweisen. Für IMT37556 konnten phänotypisch 
Resistenzen gegen Erythromycin und Pirlimycin nachgewiesen werden. Während einer ein-
gehenderen Analyse der Genomdaten konnte das Gen mepA identifiziert werden, die zur 
multidrug and toxin extrusion (MATE) family gehört und eine Multidrug-Effluxpumpe co-
diert [234]. MATE vermittelte Resistenzen gegen verschiedene Biozide und Fluorchinolone 
[234]. 
Unter den drei untersuchten Streptokokkenspezies konnten nur wenige resistente Isolate 
nachgewiesen werden. Die publizierten geringen Resistenzraten in der bovinen Mastitis, 
insbesondere der untersuchten Streptokokkenspezies, spiegeln sich auch in den Ergebnissen 
der vorliegenden Arbeit wider.  
Die phänotypischen Sensitivitätsprofile der Streptokokken finden jeweils im genotypischen 
Profil ihre Grundlage. Zusätzlich zu den phänotypisch überprüften Wirkstoffen verfügen 
IMT37476, IMT37584 und IMT37599 über verschiedene Tetracyclin-Resistenzgene (tet(O), 
tet(L) und tet(M)). Tetracyclin-Resistenzen konnten für Mastitis-assoziierte Streptokokken 
weltweit nachgewiesen werden [267-269].  
Mit ihrer Vielzahl an intrinsischen Resistenzen gegen verschiedene antimikrobielle Wirkstof-
fe, wie Clindamycin, Penicillin G oder Cephalosporine, nehmen Enterokokken eine Sonder-
stellung im Vergleich zu anderen Mastitis-assoziierten Pathogenen ein. Zudem wurde bei 
Enterokokken häufig das Vorhandensein erworbener Resistenzen gegenüber Ampicillin, 
Makrolidantibiotika und Lincosamide beschrieben [270-272], was sich im Rahmen der vor-
liegenden Arbeit bestätigt hat. Es konnten Resistenzen gegen alle untersuchten Cephalospori-
ne der 1., 3. und 4. Generation, gegen Oxacillin, Erythromycin und Marbofloxacin nachge-
wiesen werden. Enterokokken sind Teil des humanen und tierischen Mikrobioms und machen 
dabei in einem gesunden Erwachsenen etwa 1 % der Mikrobiota des Dünndarms aus [270, 
271]. E. faecalis und E. faecium sind als Kommensale im Dünndarm beschrieben, können 
aber als opportunistische Pathogene Endokarditis, Harnwegsinfekte, Katheter-assoziierte 
Infektionen [273, 274] und bovine Mastitis auslösen [275, 276]. Enterokokken produzieren 
häufig Penicillin-bindende Proteine und in selteneren Fällen β-Laktamasen [277, 278]. So-
wohl E. faecalis als auch E. faecium sind gegen Cephalosporine intrinsisch resistent. In der 
Humanmedizin wird seit den 1980er Jahren eine Zunahme der Infektion mit (multi-) resisten-
ten Enterokokken beobachtet. Bereits 1980 konnten in den US-amerikanischen Krankenhäu-
sern erste Ampicillin-resistente Stämme isoliert werden [279]. Für die in der vorliegenden 
Arbeit untersuchten Enterococcus-Isolate ließ sich gegen die β-Laktame Penicillin und Ampi-





Testungen, die oftmals nicht die reale Wirksamkeit von antimikrobiellen Wirkstoffen im Tier 
bzw. Patienten widerspiegeln, da hierbei die natürlichen Bedingungen wie das Eindringen und 
die Verteilung der Medikamente im Gewebe, eines Infektionsgeschehens nur unzureichend 
nachgestellt werden. In einer chinesischen Studie konnten in vitro Resistenzen in bis zu 85 % 
der 60 analysierten Isolate gegen Penicillin und bis 15 % gegen Ampicillin nachgewiesen 
werden [280]. Dagegen wurden in einer Studie in Litauen zwischen 2007 und 2009 Resisten-
zen gegen Penicillin in 5,9 % der untersuchten E. faecalis (n=19) und in 63,7 % der 
E. faecium-Isolate (n=14) nachgewiesen. Auch die Resistenzen gegen Ampicillin und Amoxi-
cillin in Kombination mit Clavulansäure lagen mit 87,5 % (E. faecalis) und 57,1 % 
(E. faecium) deutlich über denen in der vorliegenden Arbeit ermittelten Resistenzen [281]. 
Die Resistenzen scheinen somit starken regionalen Schwankungen zu unterliegen. Im Ver-
gleich dazu zeigten Enterococcus spp. aus an Mastitis erkrankten Rindern in verschiedenen 
Regionen weltweit grundsätzlich keine erhöhten Resistenzen [282-284]. Diese Daten konnten 
mit den in der Arbeit erhaltenen Resistenzprofilen bestätigt werden.  
Trotz der aus Literatur und Routinediagnostik bekannten und in der vorliegenden Arbeit 
bestätigten geringen Verbreitung von Resistenzen in der bovinen Mastitis, handelt es sich um 
eine oftmals schwierig therapierbare und rezidivierende Erkrankung. Neben anatomischen 
Gegebenheiten der Milchdrüse und immunologischen Einflussfaktoren der Wirtsseite wird die 
Ausbildung von Biofilmen durch die Mastitis-assoziierten Pathogen als eine mögliche Erklä-
rung für das Versagen der Therapie angesehen [285]. Bakterien, die in Biofilmen leben, zei-
gen eine deutlich erhöhte Toleranz gegenüber physikalischen (z.B. Strahlung) und chemi-
schen Einflüssen (z.B. Bioziden und Antibiotika) [14]. Ceri et al. Konnten bereits 1999 zei-
gen, dass sesshafte Bakterien in Biofilmen bis zu 1.000-fach höhere Antibiotika-
Konzentrationen tolerieren können als im planktonischen Zustand [7]. Diese Form der erhöh-
ten Toleranz auf Gemeinschaftsebene unterscheidet sich von Resistenzmechanismen, die auf 






5.2. Biofilm-bildende Eigenschaften der Isolate 
 
Um das Potenzial der Biofilmbildung der untersuchten Isolate zu evaluieren und um unter-
schiedliche Assays zur Biofilmbildung vergleichen zu können, wurden zwei Assays durchge-
führt. Dazu wurden 8 Isolate je Spezies hinsichtlich ihrer Resistenzprofile und geografischen 
Verteilung ausgewählt, um ein möglichst breites Spektrum an verschiedenen Mastitis-
assoziierten Bakterien untersuchen zu können. Die ausgewählten E. coli- und S. aureus-
Isolate wurden zusammen mit zwei S. epidermidis-Referenzstämmen im Kristallviolett-Assay 
untersucht. Bei dem Referenzstamm ATCC12228 handelt es sich laut Literatur um einen 
Stamm, der nicht in der Lage ist einen Biofilm auszubilden [286]. Hingegen wird der Stamm 
RP62A (ATCC35984), der ursprünglich aus einer Katheter-assoziierten Sepsis isoliert wurde 
[287], als sehr starker Biofilmbildner beschrieben [288]. Neben seinem Einsatz in der Gram-
färbung wird Kristallviolett ebenfalls zur Färbung von Biofilmen eingesetzt [210]. Für den 
Stamm ATCC12228 konnte im Kristallviolett-Assay eine mittlere Optische Dichte bei 
550 nm (OD550nm) von 0,193 und für RP62A von 0,160 ermittelt werden. Dieses Ergebnis 
steht in starkem Kontrast zu den bisherigen Beschreibungen und Charakterisierungen der 
beiden Stämme. In der vorliegenden Arbeit wurde für den als nicht-Biofilm-bildend beschrie-
benen ATCC12228 ein stärkerer Biofilm nachgewiesen als für den als besonders starken 
Biofilm-Bildner beschriebenen RP62A. Dies kann zum einen an den unterschiedlichen Medi-
en liegen, die für den Kristallviolett-Assay eingesetzt wurden, oder an den hohen Stan-
dardabweichungen des Assays. Von den acht getesteten E. coli-Isolaten konnte im Vergleich 
zu RP62A nur für IMT37453 eine etwas geringere OD550nm von 0,158 ermittelt werden. Auch 
für zwei S  aureus-Isolate IMT18132 und IMT37556 wurde mit OD550nm = 0,227 und 
OD550nm = 0,238 eine höhere OD550nm gemessen. 
Besonders ungünstig sind in diesem Assay die bereits erwähnten, sehr hohen Standardabwei-
chungen zwischen den einzelnen Testungen und den jeweiligen Replikaten (Tab. 18 Seite 52) 
und die mangelhafte Reproduzier- und Vergleichbarkeit der Resultate innerhalb eines aber 
auch zwischen verschiedenen Laboren. Dies liegt vor allem an den schwer zu standardisieren-
den Waschschritten. Bereits kleine Mengen an verbleibenden Kristallviolett im Überstand 
führen zur Beeinflussung des Versuchsdurchganges und der Ergebnisse des Versuchs. So 
konnten zwischen den einzelnen technischen Replikaten in der vorliegenden Arbeit große 
Schwankungen der gemessenen OD550 von bis zu 100% nachgewiesen werden (Abb. 7 und 





Die Unterschiede in der Durchführung und Handhabung des Kristallviolett-Assays können 
zwischen verschiedenen Laboren und auch innerhalb eines Labors zu verschieden hohen 
Standardfehlern führen. Bei der Verwendung dieses Assays muss daher bei allen Arbeits-
schritten auf eine hohe Standardisierung geachtet werden. Der Einsatz elektronischer Pipetten 
mit einer einstellbaren Ansaug- und Auslassgeschwindigkeit kann zu geringeren Abweichun-
gen zwischen den Testungen beitragen. Eine weitere Problematik dieses Assays ist, dass es 
sich bei dem Einsatz von Kristallviolett um eine ungerichtete Färbemethode handelt und 
verschiedenste negativ geladene Strukturen eines Biofilms, wie Polysaccharide und extrazel-
luläre DNA, gefärbt werden können [289]. So können Biofilme bestehend aus Bakterien, die 
in ihrer Matrix vermehrt Kristallviolett-bindende Bestandteile akkumulieren, stärker angefärbt 
werden, obwohl der von ihnen gebildete Biofilm nicht ausgeprägter ist als der anderer Isolate. 
Um weitere Rückschlüsse auf die durch Kristallviolett-bindenden Bestandteile des Biofilms 
zu erhalten, wurden Biofilme mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie (engl. confocal 
laserscanning microscopie, CLSM) visualisiert. Dabei wurde die fluoreszierende Eigenschaft 
von Kristallviolett ausgenutzt und ein Biofilm sowohl mit Kristallviolett als auch weiteren 
Fluoreszenzfarbstoffen, die an definierte Matrixbestandteile binden, gefärbt. Durch die Über-
lagerung der unterschiedlichen Fluoreszenzaufnahmen konnte gezeigt werden, dass das Signal 
von Kristallviolett mit dem Fluoreszenzsignal der gefärbten DNA und verschiedener Zucker-
komponenten der Matrix, im Speziellen α-D-Mannose und α-D-Glucose, kolokalisiert ist. Die 
Signale von Kristallviolett und Matrix-assoziierten Proteinen kolokalisieren dagegen kaum 
(Abb. 10). Biofilme, die eine vermehrte Produktion und Sekretion von Zuckern aufweisen, 
zeigen demnach besonders hohe OD550-Werte im Kristallviolett-Assay und können so zu 
falschen Rückschlüsse auf ihre Biofilm-Bildung führen. Um das Bindungsschema von Kris-
tallviolett in der Untersuchung von Biofilmen genauer charakterisieren zu können, müssen 
weitere Bindungsexperimente durchgeführt werden.  
Eine zweite Methode zur Untersuchung der biofilm-bildenden Eigenschaften, der Silicone-
Disc-Assay, wurde im Rahmen dieser Arbeit basierend auf dem „Bead Assay for Biofilms“ 
von Konrat et al. [290] etabliert. Die Anzucht der Biofilme erfolgte dabei auf einer Silikonfo-
lie, die in der Humanmedizin bei Implantationen eingesetzt wird. Darüber hinaus ist Silikon 
ein weitverbreitetes Material in der Produktion von Zitzengummis und bietet so die Möglich-
keit, die erhaltenen Ergebnisse auf die Milchindustrie zu übertragen. Nach der erfolgten An-
zucht wurden die auf dem Silikon anhaftenden Bakterien mittels oszillierenden Ultraschall-
wellen von der Oberfläche gelöst. Durch diese homogene Beschallung der Oberfläche werden 





Assay eine konkrete Aussage hinsichtlich der Kolonie-bildende Einheiten (KbE) auf einer 
Oberfläche definierter Größe. In drei unabhängigen Wiederholungen konnte die Reproduzier-
barkeit des neuen Assays bestätigt werden.  
Die Reifung eines Biofilms benötigt in Abhängigkeit der bakteriellen Spezies und den allge-
meinen Wachstumsbedingungen ca. 2 – 4 Tage [291, 292]. Nach 2 bis 4 h bilden sich bereits 
stark an der Oberfläche anhaftende Mikrokolonien und nach 6 bis 12 h beginnen die Bakte-
rien mit der Bildung von EPS. Mit der einsetzenden Produktion der Matrix steigt die Resis-
tenz gegenüber antimikrobiellen Wirkstoffen der bakteriellen Mikrokolonien an.  
Der in der vorliegenden Arbeit etablierte Silicone-Disc-Assay sieht das Aufwachsen der 
Bakterien auf den eingesetzten Silikoncoupons über einen Zeitraum von 24 Stunden vor, eine 
Aussage zur Tendenz in der Oberflächenbesiedlung und der einsetzenden Biofilmbildung ist 
bereits nach dieser Zeit abzuleiten. So beginnen Bakterien der Spezies Pseudomo-
nas aeruginosa bereits 15 min nach der intialen Anlagerung an eine Oberfläche mit der Pro-
duktion von Alginat und gehen somit von der planktonischen Lebensweise über in die Bil-
dung eines Biofilms [293]. Dies wird auch durch die Aufnahmen im Rasterelektronenmikro-
skop deutlich, die für die drei hier untersuchten Isolate die Ausbildung erster Aggregate und 
Strukturen zeigt. Bei einer länger andauernden Kultivierung des Biofilms steigt die Kontami-
nationsgefahr, da das Medium in regelmäßigen Abständen gewechselt werden muss, um die 
Nährstoffversorgung der Bakterien zu sichern. Weiterhin wird ein stark ausgereifter, viel-
schichtiger Biofilm auf den eingesetzten Silikoncoupons instabil. In einem Testversuch mit 
einem über 2 Wochen kultivierten Biofilm, dessen Ergebnisse hier nicht gezeigt sind, konnte 
das Protokoll nicht mehr umgesetzt werden. Während der nötigen Wechsel des Mediums 
lösten sich, trotz vorsichtiger Handhabung, bereits erste Teile des Biofilms von der Oberflä-
che. Im vorgesehenen Waschschritt löste sich der Biofilm nahezu vollständig ab, da er nicht 
ausreichend an der Silikonoberfläche haftete. Für die Untersuchung von reifen Biofilmen, z.B. 
zur Analyse der Matrixbestandteile, muss das Protokoll und vor allem dieser Waschschritt in 
zukünftigen Studien angepasst werden.   
Unabhängig davon bietet der hier etablierte Silicone-Disc-Assay die Möglichkeit schnell, 
effektiv und ohne einen hohen Kostenaufwand die Biofilm-bildenden Fähigkeiten verschiede-
ner Bakterienspezies zu bestimmen. Der Assay ist einfach, modifizierbar und gut an die 
Wachstumsbedingungen verschiedenster Spezies anzupassen.  
Für die untersuchten Enterobakterien, E. coli, K. pneumoniae und K. oxytoca, konnten nach 
24-stündiger Anzucht stabile Biofilme mit durchschnittlich 7,8x106 KbE/Coupon nachgewie-





stuft. Dieser Wert ergab sich durch die Testung, der als starke Biofilmbilder bekannten Refe-
renzstämme P aeruginosa DSM939 und PAO1 und S. epidermidis RP62A ergaben sich mitt-
lere KbE/Coupon von 7,2x107, 2,5x108 und 2,1x107.   
E. coli, als ubiquitär vorkommendes Bakterium, kann über den Strichkanal in das Euter ein-
dringen und dort eine Entzündung hervorrufen [294, 295]. Dabei verfügen einige Vertreter 
über verschiedene Virulenzfaktoren, wie die Produktion von Toxinen, Adhäsinen, Invasinen 
und die Bildung einer Kapsel, welche das Überleben und Vermehren im Wirt ermöglichen 
und für die Ausprägung der Symptomatik verantwortlich sind [296]. Eine durch E. coli verur-
sachte Mastitis kann sich sowohl durch einen relativ milden Verlauf mit lokal beschränkten 
Symptomen, als auch durch schwerste systemische Verläufe mit akuten Gewebeschäden, 
einer stark verringerten oder völlig erliegenden Milchproduktion, Festliegen und dem Tod des 
Tieres äußern [297, 298]. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass alle geteste-
ten E. coli-Isolate in der Lage waren, einen stabilen Biofilm zu bilden. Dieses Ergebnis deckt 
sich mit verschiedenen Studien [295, 299] und weist auf einen Zusammenhang zwischen 
schwer auszutherapierenden Mastitiden und der Bildung von Biofilmen hin [300]. Da es sich 
bei Mastitis-assoziierten E. coli-Isolaten meist um ubiquitär vorkommende Bakterien aus der 
Umgebung handelt [295], könnte es sich unter anderem bei der Biofilmbildung um einen 
entscheidenden Faktor für die längerfristige Besiedlung des Eutergewebes handeln. Jeder 
Pathotyp dieser Spezies ist in der Lage, Mastitis auszulösen. Dies gilt auch für fakultativ 
pathogene Vertreter [301]. Die Fähigkeit, stabile Biofilme zu bilden, ermöglicht es E. coli-
Isolaten neben belebten Oberflächen, wie dem Eutergewebe des Rindes, auch unbelebte Ober-
flächen, wie beispielsweise Katheter, künstliche Gelenke oder Melkzeug, zu besiedeln [60, 
302].  
Die untersuchten S. aureus-Isolate zeigten zwischen den einzelnen Isolaten eine relativ vari-
able Biofilmbildung mit einer mittleren KbE/Coupon von 9,5x106. Dabei lag die niedrigste 
KbE/Coupon bei 3,3x106 (Isolat IMT37632) und die höchste ermittelte KbE/Coupon bei 
2,0x107(Isolat IMT18132). In verschiedenen Studien konnte nachgewiesen werden, dass 
S. aureus-Isolate aus Proben von klinischen Mastitisgeschehen in der Lage sind, einen Bio-
film auszubilden [303-305]. Darüber hinaus sind Staphylokokken in der Lage, in die Epithel-
zellen des Eutergewebes zu gelangen und dort zu überleben [306], was besonders in Kombi-
nation mit der Fähigkeit, einen stabilen Biofilm sowie eine Kapsel auszubilden, zu gravieren-
den und schwer therapierbaren Erkrankungen führen kann [307]. Eine Korrelation zwischen 
der Stärke der Biofilmbildung und der Invasion von Epithelzellen konnte nicht nachgewiesen 





den, welche die Glykokalyx bilden und die Bakterienzelle umschließen. Sie vermittelt die 
Adhäsion an die Epithelzellen und schützt die Bakterienzelle vor der Opsonierung, Phagozy-
tose und der Anlagerung von Antikörpern und Faktoren des Komplementsystems [309]. 
Weltweit ist S. aureus unter anderem aufgrund dieser Faktoren für 5% bis 70% aller an Masti-
tis erkrankten Rinder in verschiedenen Ländern verantwortlich [310]. In Berlin und Branden-
burg konnten für das Jahr 2018 in 7,8 % aller Milchproben, aus denen Mikroorganismen 
kultiviert werden konnten, S. aureus nachgewiesen werden [311]. Die EPS-Produktion ver-
schiedener S. aureus-Isolate konnte in einem Infektionsmodell in Schafen, in dem Muttertie-
ren eine Bakteriensuspension (102 KbE/ml) direkt in die Zitzen injiziert wurde, nachgewiesen 
werden [312]. Darüber hinaus gilt die Bildung eines Biofilms als ein für den Verlauf einer 
Mastitiserkrankung ausschlaggebender Virulenzfaktor [313]. Alle acht sequenzierten 
S. aureus-Isolate enthalten das vollständige ica-(engl. intercellular adhesion) Operon. Dieser 
Locus vermittelt die Produktion des Polysaccharid Interzellulären Adhäsins (PIA) und ver-
schiedener Zucker, die eine entscheidende Rolle bei der Ausbildung von Biofilmen in Staphy-
lokokken spielen [314]. Unterschiede zwischen ermittelten KbE/Coupon der einzelnen Isolate 
deuten darauf hin, dass nicht nur das ica-Operon eine Rolle bei der Ausbildung von Biofilmen 
unter den untersuchten Bedingungen spielt. Ein weiterer Regulator der Biofilmbildung und 
des Quorum-Sensing in Staphylokokken ist das agr (engl. accessory gene regulator)-System. 
Die Synthese von Zellwand-assoziierten Adhäsinen, die maßgeblich sind für Biofilme, wird 
durch das agr-System herunterreguliert. Die Besiedlung von Oberflächen in Form von Bio-
filmen tritt in agr-defizienten Vertreter weitaus stärker auf aus in agr-positiven [315]. Das 
Isolat IMT37695 verfügt über agrR. Es zeigt jedoch weder im Kristallviolett- noch im Silico-
ne-Disc-Assay eine erhöhte Biofilmbildung im Vergleich zu den anderen untersuchten 
S. aureus-Isolaten. Dies könnte auf die gewählten Bedingungen in den beiden Assays zurück-
zuführen sein, in denen das Quorum-Sensing eventuell eine untergeordnete Rolle spielt.  
Streptokokken sind häufige Verursacher der bovinen Mastitis. Die im Silicone-Disc-Assay 
untersuchten Isolate waren nicht in der Lage, in vitro einen stabilen Biofilm auszubilden 
(mittlere KbE/Coupon 9,4x105). Studien konnten allerdings belegen, dass Mastitis-assoziierte 
S. uberis durchaus in der Lage sind, einen stabilen Biofilm zu bilden [316, 317]. Die Biofilm-
bildung von Streptokokken kann durch das in Milch enthaltene α- und β-Casein induziert 
werden [317]. Dieses Ergebnis wird durch weitere Studien unterstützt, die die Bedeutung von 
Milch und deren Bestandteilen, wie Proteine, für das Biofilmwachstum und die Adhäsion der 
Bakterien an die Zellen des Eutergewebes darstellen [318]. In weiterführenden Versuchen mit 





sierten Streptokokkenisolate sich durch den Zusatz von Milch oder verschiedener Milchbe-
standteile zu einer erhöhten Biofilmbildung im Silicone-Disc-Assay anregen lassen. Vertreter 
der Spezies S. uberis, S. dysgalactiae und S. agalactiae wurden auch in anderen Studien 
untersucht und als schwache Biofilmbildner identifiziert [319-321]. Dennoch handelt es sich 
um relevante Pathogene der bovinen Mastitis. Sie müssen daher über andere Pathogenitätsfak-
toren und Virulenzfaktoren verfügen. Vor allem bei S. uberis handelt es sich um ein weit 
verbreitetes Bakterium, das sowohl Rinder, als auch deren Umgebung, kolonisiert [322, 323]. 
Obwohl S. uberis einen verhältnismäßig schwacher Biofilmbildner ist, können sich Vertreter 
dieser Spezies an das Epithelgewebe im Euter anlagern und in die Zellen eindringen [324, 
325]. Dieser Prozess wird unter anderem durch das S. uberis Adhäsionsmolekül (SUAM) 
ermöglicht [326]. Das Molekül vermittelt zudem die Bindung an Lactoferrin, das unter ande-
rem in der Milch sowie anderen Körperflüssigkeiten vorkommt [327]. Weiterhin produzieren 
diese Bakterien verschiedene Enzyme wie die Hyaluronidase, die durch das Auflösen interzel-
lulärer Verbindungen zur Invasion in das Gewebe beitragen [328, 329]. Ein weiterer Viru-
lenzfaktor verschiedener Streptokokkenspezies kann die Ausbildung einer Kapsel aus Hyalur-
onsäure sein, welche einen Phagozytoseschutz darstellt [330]. Die Kapsel-bildende Variante 
von S. uberis konnte häufiger aus Mastitis-assoziierten Milchproben isoliert werden als aus 
der Einstreu in Kuhställen. Allerdings sind beide Stämme in der Lage eine Mastitis auszulö-
sen und der Wirkung der neutrophilen Granulozyten zu entgehen; der Umfang der Bedeutung 
der Kapsel bei Mastitiserkrankungen ist somit nicht abschließend geklärt [331]. Diese Viru-
lenzfaktoren, wie die Ausbildung einer Kapsel und die Produktion von Hyaluronidase, sind 
unter anderem eine Erklärung für die hohe Relevanz der verschiedenen Streptokokken in der 
bovinen Mastitis, ohne dass ein stabiler Biofilm notwendig ist.  
Biofilme werden unter natürlichen Bedingungen nicht nur von einer Spezies gebildet. Ein 
besonderes Beispiel für die mögliche Diversität sind die Biofilme bzw. der „Plaque“ der 
Mundhöhle, in dem über 700 verschiedene Spezies nachgewiesen werden konnten und die 
neben dem Mikrobiom des Darms eines der komplexesten Mikrobiome des Körpers formen 
[332]. Die Resistenz gegen antimikrobielle Wirkstoffe ist in solch diversen mikrobiellen 
Gemeinschaften im Vergleich zu Monospezies-Biofilmen erhöht. Spezies, die in der Lage 
sind, Antibiotika-spaltende Enzyme zu sekretieren, bilden eher oberflächennahe Regionen des 
Biofilms, können somit eindringende Antibiotika inaktivieren und eine günstigere Umgebung 





Der in der vorliegenden Arbeit etablierte Silicone-Disc-Assay wurde zur Analyse komplexer 
Biofilme eingesetzt. Dazu erfolgte das Drop-Plating auf Chrom-Orientierungsagar [212], dem 
verschiedene Chromogene zugesetzt sind, die durch bakterielle Enzyme in verschiedenfarbige 
Abbauprodukte zersetzt werden und auf diese Weise eine direkte Unterscheidung der Bakte-
rien erlauben [335]. Es konnten sowohl Unterschiede als auch Übereinstimmungen in der 
Stärke eines in Monokultur ausgebildeten Biofilms und dem in Kokultivierung mit einem 
anderen Isolat gebildeten Biofilms nachgewiesen werden. Da sich Isolate derselben Spezies 
unterschiedlich durch die Anwesenheit Isolate anderer Spezies beeinflussen lassen, scheint es 
sich bei der Biofilmausbildung in einer Gemeinschaft um eine Isolat- und nicht um eine Spe-
zies-spezifische Eigenschaft zu handeln. In Versuchen zur Kokultivierung von Mundhöhlen-
assozzierten Bakterien konnten ebenfalls Unterschiede zwischen der Biofilmmasse einzelner 
Spezies in Mono- und Multispeziesbiofilmen gezeigt werden [336]. Zwischen verschiedenen 
marinen Bakterienspezies konnten Unterschiede zwischen den einzeln ausgebildeten und den 
kokultivierten Biofilmen ermittelt werden [337]. Eine weitere Studie konnte ebenfalls ver-
schiedene Auswirkungen der Kokultivierung diverser bakterieller Spezies in einem Biofilm 
nachweisen [338].  
Die im Silicone-Disc-Assay generierten Bedingungen spiegeln nicht die natürlichen Bedin-
gungen im Euter wider. Die untersuchten Isolate könnten sich in einer anderen Umgebung 
völlig anders verhalten und sich auch mehr oder weniger durch die Anwesenheit anderer 
Isolate beeinflussen lassen. Durch die bereits erwähnte Zugabe von Milch oder Milchbestand-
teilen können die Bedingungen weiter modifiziert und angepasst werden. Trotzdem wird sich 
mit diesem Assay kein realitätsnahes Modell entwickeln lassen. Der Assay erlaubt es jedoch, 
Rückschlüsse auf die Biofilm-bildenden Eigenschaften von Bakterien zu ziehen. Der im 
Projekt gewählte Einsatz des Chrom-Orientierungsagars limitiert die Testung von komplexen 
Biofilmen, da sich lediglich Isolate untersuchen lassen, die auf dem Agar eindeutig zu unter-
scheiden sind. Auch die Testung von mehr als zwei Isolaten gleichzeitig erschwert die Aus-
wertung. Alternativ könnte für künftige Studien der Einsatz von Antibiotika-haltigen Medien 
für die Keimzahlbestimmung gewählt werden, sofern sich die untersuchten Isolate durch die 
Wirkstoffe eindeutig selektieren und somit separieren lassen. Durch diese einfach durchzufüh-
renden Modifikationen lässt sich der Silicone-Disc-Assay auf ein breites Spektrum verschie-
dener komplexer Biofilme anwenden und Einblicke in das Zusammenleben unterschiedlicher 
Erreger ermöglichen. Darüber hinaus können die Coupons durch den Einsatz verschiedener 






Die Fähigkeit von Bakterien, Biofilme auszubilden, muss bei der Behandlung von Mastitiden 
und weiteren Biofilm-assoziierten Infektionen in der Veterinär- und auch der Humanmedizin 
berücksichtigt werden [339]. Im Vergleich zur planktonischen Lebensweise von Bakterien 
konnte in Biofilmen ein verstärkter horizontaler Gentransfer beobachtet [21]. Im Hinblick auf 
die Verbreitung von Resistenz-vermittelnden Genen ist dieser Austausch von zentraler Bedeu-
tung. Um diese Ausbreitung zu minimieren, ist der gezielte Einsatz von Antibiotika von größ-
ter Wichtigkeit. Der Einsatz von Antibiotika sollte nur bei dem mikrobiologischen Nachweis 
bakterieller Erreger, bestenfalls inklusive Antibiogram erfolgen [339, 340].  
Biofilm-assoziierte Infektionen, nicht nur die bovine Mastitis, verlaufen häufig chronisch. 
Eine Antibiotikatherapie kann die Ausbreitung der Infektion durch planktonische Bakterien 
verhindern, die sich aus der bakteriellen Gemeinschaft des Biofilms gelöst haben, und zu 
einer gewissen Reduktion des Biofilms führen. Die vollständige Abtötung des reifen Biofilms 
bleibt in den meisten Fällen jedoch aus [341, 342], da die dafür notwendigen Konzentration in 
vivo kaum erreicht werden können [343].   
Eine gezielte Antibiose empfiehlt sich daher schon bei dem Verdacht auf eine Biofilm-
assoziierte Infektion, da Biofilme während ihrer frühen Entwicklungsphase wesentlich emp-
findlicher gegen Antibiotika sind als reife Biofilme [343, 344]. In der mikrobiologischen 
Diagnostik ist es notwendig, nicht nur die MHK für planktonische Bakterien zu bestimmen, 
sondern auch die MHK für Biofilme [7, 343]. Dazu können die zu untersuchenden Biofilme 
in einem kommerziell erhältlichen System, dem Calgary Biofilm Device, angezüchtet werden. 
Die Bakterien lagern sich dabei an eine Oberfläche an und werden nach einem Waschschritt 
in eine 96-Well-Platte mit entsprechenden Antibiotika überführt [7]. 
 
5.3. Antimikrobielle Peptide 
 
Da sich Resistenzen gegen verschiedenste Antibiotika weltweit immer stärker ausbreiten 
[174], ist das Interesse und der Bedarf an Alternativen erheblich. In Anbetracht dessen werden 
antimikrobielle Peptide (AMPs) als mögliche Ersatzstoffe diskutiert. In der vorliegenden 
Arbeit wurden verschiedene AMPs zunächst auf ihre Wirksamkeit gegen zwei Referenz-
stämme als auch gegen vier aktuelle Mastitisisolate der Spezies E. coli, S. aureus, 
K. pneumoniae und E. faecium untersucht.   
Das AMP Protamin wurde ursprünglich aus Lachsspermien isoliert, in denen es die Aufgabe 





kationisches Peptid, dass im Gegensatz zu vielen anderen AMPs nicht durch die Perforation 
der Membran zu einer Zelllyse führt, sondern das Membranpotenzial der Bakterien beein-
flusst [345]. Schon in geringen Konzentrationen zeigte Protamin eine hohe antimikrobielle 
Aktivität gegen die getesteten Mastitisisolate und Referenzstämme.  
Die getesteten AMPs beiden synthetischen AMP72, AMP126 [214] und das aus aus dem 
Teichfrosch isolierte Esculentin [216] zeigten in Lösung nur eine geringe antimikrobielle 
Wirksamkeit gegen die vier analysierten Mastitisisolate. Sie wurden daher für die weiterfüh-
renden Versuche nicht in Betracht gezogen. Auch BMAP-Fragment wurde aufgrund der 
variablen MHK-Werte gegen die getesteten Mastitisisolate nicht für die Kopplung eingesetzt.  
Da sich das stark antimikrobiell wirksame Protamin auf Grund seines intrazellulären Wirkme-
chanismus nicht für die Kopplung an Oberflächen und damit einhergehenden Immobilisierung 
eignet, wurde neben dem Referenzpeptid BMAP-27 nach vorangegangener Literaturrecherche 
auch OH-CATH30 für die Kopplungsversuche ausgewählt.  
Bei dem getesteten AMP OH-CATH30 handelt es sich um ein Derivat eines aus der Königs-
kobra isolierten Cathelicidins mit einer hohen antimikrobiellen Aktivität und einer geringen 
Zytotoxizität gegen Säugerzellen [217]. OH-CATH30 interagiert mit der Membran der Bakte-
rien und führt so zu deren Lyse [346]. Die im Rahmen anderer Publikationen ermittelten 
MHK-Werte dieses Peptides gegen den Referenzstamm E. coli ATCC25922 lagen ebenfalls 
unter 10 µg/ml [347]. In der vorliegenden Arbeit konnte für diesen Stamm ein MHK-Wert 
von 15,6 µg/ml bestimmt werden. Dieser Unterschied lässt sich vermutlich auf verschiedene 
Protokolle und den damit verbundenen Einsatz unterschiedlicher Nährmedien zurückführen. 
Die publizierten MHK-Werte für dieses Peptid gegen verschiedene Escherichia spp. (zwi-
schen 4 µg/ml und 128 µg/ml) und Klebsiella spp. (zwischen 8 µg/ml und 128 µg/ml) konn-
ten auch für die hier eingesetzten Isolate bestätigt werden [348]. In den durchgeführten Ver-
suchen wurden für die getesteten MSSA-Stämme MHK-Werte von 250 µg/ml und 1 mg/ml 
ermittelt. Für den untersuchten MRSA IMT24778 lag der MHK-Wert für OH-CATH30 eben-
falls bei 250 µg/ml. Das analysierte Mastitisisolat IMT37556, bei dem es sich ebenfalls um 
einen MRSA handelte, lag der Wert deutlich niedriger, bei 62,5 µg/ml. Nahezu alle diese 
Werte liegen deutlich über den veröffentlichten MHK-Werten von 32 µg/ml [348], obwohl 
auch hier nach dem Protokoll von Wiegand et al. gearbeitet wurde [213]. Um zu ermitteln, 
warum diese starken Resistenzunterschiede zwischen Vertretern derselben Spezies bestehen, 
sind weiterführende Untersuchungen notwendig. Die Resistenzmechanismen gegen Antibioti-
ka und AMPs unterscheiden sich grundsätzlich und korrelieren nicht miteinander [349]. Eine 





MSSA sein [350]. Eine umstrukturierte Zellmembran kann die Bakterien vor der Wirkung 
von AMPs schützen [137]. Eine abgeänderte Struktur der verschiedenen Stämme kann even-
tuell durch elektronenmikroskopische Aufnahmen nachgewiesen werden [351]. Auf diese 
Weise konnte unter anderem das Anschwellen und die Verkürzung in E. coli und die Bildung 
von Ausstülpungen unter Zugabe von Gramicidin beobachtet werden. Für den untersuchten 
S. aureus wurde das Aufplatzen und die Porenbildung nachgewiesen [351]. Darüber hinaus 
könnten die gegenüber den AMPs resistenteren Isolate über einen gesteigerten oder einen 
zusätzlichen Transportmechanismus zum Export der AMPs aus dem Zytosol oder über eine 
zusätzliche Proteaseproduktion verfügen [180, 181].  
Der Einsatz medizinischer Implantate wie verschiedene Katheter, künstliche Gelenke und 
künstliche Herzklappen hat stark zugenommen [195, 352]. Durch die steigende Lebenserwar-
tung der Bevölkerung wird die Anzahl dieser medizinischen Eingriffe weiter steigen. Allein in 
Deutschland werden jährlich über 2,5 Millionen biomedizinische Geräte und Implantate, wie 
Katheter, künstliche Linsen und Gelenke, eingesetzt [353]. Ein damit einhergehendes Problem 
ist die steigende Zahl Implantat-assoziierter Infektionen. Weltweit wird dabei von mehreren 
Millionen Infektionen und allein in Deutschland von 100.000 Infektionen jährlich ausgegan-
gen [353]. Die infektiöse Dosis beispielsweise für S. aureus an Implantaten liegt weiteraus 
niedriger als an Stellen ohne einen solchen Fremdkörper und angelagerte Bakterien können 
einen Biofilm bilden [354]. Die Infektionsgefahr nach dem Einsetzen künstlicher Gelenke ist 
hoch und liegt für künstliche Hüft- und Kniegelenke bei 0,5-1 % und für künstliche Ellenbo-
gen- oder Knöchelgelenke bei über 5 % [355, 356].   
Die Behandlung solcher Infektionen erfolgt meist durch eine Kombination verschiedener 
Antibiotika, wie beispielsweise Vancomycin und Rifampicin. Für die erfolgreiche Therapie 
einer Biofilm-assoziierten Infektion sind dabei weitaus höhere Konzentrationen notwendig 
[357]. Staphylokokken sind hauptsächlich für die Infektionen an Implantaten verantwortlich 
und sprechen häufig nur schlecht auf die gewählten Therapien an [358, 359]. Die erfolgreiche 
Behandlung einer Biofilm-assoziierten Infektion setzt in vielen Fällen die Entfernung des 
besiedelten Fremdkörpers voraus [360, 361]. Studien belegen, dass bereits eine relativ geringe 
Erregeranzahl von 10² KbE/ml von S. aureus ausreichend ist, um im Tierversuch zu einer 
Infektion an einem Fremdkörper zu führen. Im Kontrast dazu führt erst die Injektion von 
108 KbE/ml desselben Erregers zur Ausbildung eines Abzesses [354]. Eine mögliche Erklä-
rung ist die herabregulierte Phagozytose und Leukozytenaktivität in der Gegenwart von Im-





Da AMPs durch ähnliche Mechanismen wie konventionelle Antibiotika an ihrer Wirkung 
gegen Biofilme beeinträchtigt werden, wurde weiterhin die Wirksamkeit AMP-gekoppelter 
Oberflächen untersucht. Durch deren Einsatz sollte die initiale Anheftung von Bakterien an 
relevanten Oberflächen und somit die Ausbildung eines Biofilms verhindert werden.  
Die antimikrobielle Wirksamkeit gekoppelter AMPs wurde repräsentativ auf Silikon als Trä-
germaterial bestimmt, da dieses Material sowohl als Zitzengummi in der Milchviehhaltung 
aber auch in verschiedenen veterinär- und humanmedizinischen Bereichen verwendet wird. 
Dabei handelte es sich um die gleiche Silikonfolie (bess medizintechnik gmbH, Berlin, 
Deutschland), die auch für den Silicone-Disc-Assay eingesetzt wurde. Durch den Einsatz der 
am Fraunhofer Institut für Zelltherapie und Immunologie AMP-beschichteten Oberflächen 
ließ sich die Keimlast im Vergleich zu unbeschichteten Kontrollcoupons um bis zu zwei log-
Stufen reduzieren. In weiterführenden Versuchen könnte eine Kombination beider Peptide 
und deren Effektivität untersucht werden. Das Panel der AMPs könnte dabei erweitert wer-
den, da BMAP-27 eine hohe Zytotoxizität aufweist, die die Anwendungsmöglichkeiten ein-
schränkt [219]. OH-CATH30 ist im Gegensatz zu BMAP-27 nur in hohen anwendungsfernen 
Konzentrationen zytotoxisch [346] und ist daher für die Anwendung am Tier und Mensch 
geeignet. In der vorliegenden Arbeit konnte lediglich eine geringe antimikrobielle Aktivität 
der AMP-gekoppelten Oberflächen nachgewiesen werden. Die getesteten Peptide führten zu 
einer Reduktion der Keimlast von zwei log-Stufen. Darüber hinaus konnte im analysierten 
Überstand eine antimikrobielle Aktivität ermittelt werden. Die Kopplung der AMPs auf den 
Oberflächen ist demzufolge nicht stabil und bereits nach der Inkubationszeit des Mediums 
von einer Stunde beginnen sich die Peptide zu lösen. Auf Grund der geringen antimikrobiel-
len Aktivität der untersuchten AMPs und des Referenzspeptids und des Ablösens der Peptide 
von der Oberfläche muss sowohl die Kopplungsstrategie als auch die Auswahl der AMPs 
überarbeitet werden. Die geringe nachgewiesene Wirksamkeit der beschichteten Oberflächen 
macht sie insbesondere für die Milchindustrie mit ihrem hohen Kostendruck nicht attraktiv. 
Die Anschaffung hochpreisiger Zitzengummies muss für die Landwirtin oder den Landwirt zu 
einer deutlichen Reduktion der Mastitiserkrankungen in ihrem Bestand führen, damit der 
Erwerb in Betracht gezogen werden kann. Da in den beschriebenen Versuchen mit einer in 
der Humanmedizin eingesetzten Silikonfolie gearbeitet wurde, liegt der Einsatz beschichteter 
Oberflächen auch in diesem Bereich nahe. Weitere Experimente zur Optimierung der AMP-
Beschichtung von Oberflächen sind notwendig, um diesen Ansatz zur Infektionsprophylaxe in 
die Medizin zu überführen. Da das Upscaling des Prozesses prinzipiell möglich ist, könnte 





Da es sich bei Biofilmen um komplexe Gemeinschaften handelt, die präzise aufeinander 
abgestimmt sind, kann ein Eingriff in die Kommunikation zu einer Reduktion des Biofilms 
führen. Biofilme können mittels sogenannter Autoinducer unter anderem die Populationsdich-
te messen und ihr gemeinschaftliches Verhalten steuern. Dieser Prozess wird als Quorum 
Sensing bezeichnet und bietet einen Ansatz für neuartige Behandlungsmethoden [112, 363-
365]. Die Biofilmbildung konnte durch den Einsatz RNAIII-inhibierenden Peptide im Tier-
versuch deutlich reduziert werden. Die Peptide interagieren mit dem TRAP/Agr-System von 
S. aureus und verhindert die Ausbildung von Biofilmen [366]. Ein möglicher vielverspre-
chender Ansatz ist die Kopplung dieser AMPs an Implantate.   
 
Der Einsatz antimikrobieller Peptide kann in Anbetracht der sich immer weiter ausbreitenden 
Resistenzen gegenüber konventionellen Antibiotika einen wichtigen Beitrag zur Behandlung 
sowie Vermeidung von Infektionen sowohl in Human- und Veterinärmedizin leisten. Dazu 
müssen zuvor die bereits erwähnten Defizite der Peptide umgangen oder ausgeglichen wer-








Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen eines Verbundprojektes durchgeführt, das von der 
Bundesanstalt für Landwirtschaft und Ernährung (BLE)- gefördert wurde. Ziel dieses Projek-
tes war die Reduktion (multi-) resistenter bakterieller Erreger in der Milchviehhaltung durch 
den Einsatz antimikrobieller Peptide (AMP). Dazu wurde eine insgesamt 496 Isolate umfas-
sende Stammsammlung Mastitis-assoziierter bakterieller Pathogene etabliert, die für jede der 
9 Zielspezies (Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Escherichia coli, Klebsiel-
la pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Strep-
tococcus dysgalactiae und Streptococcus uberis) 50 Isolate beinhalten sollte. Durch diese 
Vorgehensweise konnten dabei nur bedingt Rückschlüsse auf die Prävalenz der Erregerspe-
zies gezogen werden, da einige Spezies für die vorliegende Arbeit gezielt asserviert wurden. 
Die besondere Bedeutung von Streptococcus uberis als Erreger der bovinen Mastitis spiegelte 
sich jedoch in der hohen Isolationsrate wider.  
Die asservierten Bakterien wurden hinsichtlich ihrer Sensivität gegenüber therapeutisch rele-
vanter Antibiotika charakterisiert. Dabei konnten 12 Escherichia coli-Isolate mit einer Resis-
tenz gegen verschiedene Cephalosporine (1., 3. und 4. Generation) und sieben Methicillin-
resistente Staphylococcus aureus identifiziert werden. Auch hier kann die vorliegende Arbeit 
keinen Hinweis auf die Prävalenz (multi-) resistenter Erreger liefern, da im Verlauf der Studie 
gezielt resistente Isolate asserviert wurden.  
Weiterhin wurden die Biofilm-bildenden Eigenschaften der Mastitis-assoziierten Isolate 
untersucht. Die klinische Relevanz Biofilm-assoziierter Infektionen liegt unter anderem in der 
vermittelten erhöhten Resistenz der beteiligten Bakterien gegenüber antibiotischen Medika-
menten und, damit verbunden, der schlechteren Prognose sowie einer teils langwierigen und 
intensiven Therapie. Als Alternative für den schwer zu standardisierenden Kristallviolett-
Assay wurde der einfach durchzuführende, hoch reproduzierbare und ressourcenschonende 
Silicone-Disc-Assay etabliert. Durch die Anzucht der Bakterien auf Silikoncoupons ermög-
licht er die Quantifizierung der bakteriellen Biofilme auf einem sowohl in der Milchindustrie 
als auch in der Human- und Veterinärmedizin relevanten Material. Mit Ausnahme der Vertre-
ter der untersuchten Streptococcus spp. bildeten die getesteten Isolate in vitro einen Biofilm 
aus, was wertvolle Informationen für die Therapie bakterieller Mastitiden vermittelt. Die 
höchste ermittelte KbE/Coupon konnte für das Escherichia coli Isolat IMT38014 mit 1,3x107 





cus dysgalactiae Isolate mit einer durchschnittlichen KbE/Coupon von 8,0x104 bestimmt. 
AMPs sind in Zeiten der zunehmenden Bedrohung durch multi- oder panresistente bakterielle 
Infektionserreger eine mögliche Alternative für die Bekämpfung der Pathogene. In diesem 
Projekt wurden AMPs sowohl in gelöster, als auch in gekoppelter, immobilisierter Form im 
Hinblick auf ihre Wirksamkeit gegenüber Mastitis-assoziierten Pathogenen getestet. Dabei 
konnte für Protamin und OH-CATH30 die höchste Wirksamkeit nachgewiesen werden. Die 
Kopplung der AMPs erfolgte auf Silikon und führte im Experiment zu einer Reduktion der 
Keimlast um bis zu zwei log-Stufen. Nach dreistündiger Inkubation der Escherichia coli 
IMT37453 konnte auf der unbeschichteten Kontrolloberfläche eine KbE von 4,7x107 be-
stimmt werden. Die Kopplung von BMAP-27 reduzierte die Keimlast auf 5,8x105 und die 
Kopplung von OH-CATH30 auf 1,7x105. Durch Optimierungen des Kopplungsprozesses und 
den Einsatz zusätzlicher AMPs, auch in Kombinationen, könnte die antimikrobielle Aktivität 
der Oberflächen weiter gesteigert werden. Aufgrund des flexibel und vielseitig eingesetzten 
Materials Silikon könnte die Anwendung der antimikrobiellen Oberflächen auf verschiedene 









The present work was carried out as part of a Federal Office for Agriculture and Food (BLE) - 
funded consortium project. The aim of this project was the reduction of (multi-) resistant 
bacterial pathogens in dairy cattle husbandry through the use of antimicrobial peptides 
(AMPs). For this purpose, a total of 496 isolates of selected mastitis-associated bacterial 
pathogens were gathered in a strain collection. The strain collection should included 50 iso-
lates of the nine target species Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Escherichia coli, 
Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, 
Streptococcus dysgalactiae and Streptococcus uberis. It could be drawn only limited conclu-
sions about the occurrence of the pathogen species, as some species were specifically 
asserved for the present work. However, the special significance of Streptococcus uberis as a 
causative agent of bovine mastitis was reflected in the high isolation rate.  
The conserved bacteria were characterized for their sensitivity to therapeutically relevant 
antibiotics. 12 Escherichia coli isolates with resistance to cephalosporins (1st, 3rd and 4th 
generation) and seven methicillin-resistant Staphylococcus aureus were identified. Again, the 
present work can provide no indication of the prevalence of (multi-) resistant pathogens, as in 
the course of the study targeted resistant isolates were asserved.  
Furthermore, the biofilm-forming properties of the mastitis-associated isolates were investi-
gated. The clinical relevance of biofilm-associated infections lies, amongst others, in the 
increased resistance of the bacteria to antibiotics and, associated therewith, the worse progno-
sis as well as a sometimes lengthy and intensive therapy. As an alternative to the difficult-to-
standardize crystal violet assay, the easy-to-implement, highly reproducible and resource-
saving silicone disc assay has been established. By cultivating bacteria on silicone coupons, it 
enables the quantification of bacterial biofilms on a material that is relevant in the dairy indus-
try as well as in human and veterinary medicine. Apart from the examined Streptococcus spp., 
the tested isolates formed a biofilm in vitro, which provides valuable information for the 
therapy of bacterial mastitis. The highest colony forming units (CFU)/coupon could be detect-
ed for the Escherichia coli isolate IMT38014 with 1.3x107. The lowest CFU was determined 
for the investigated Streptococcus dysgalactiae isolates with a mean CFU/coupon of 8.0x104. 
AMPs are a potential alternative for combating pathogens in times of increasing threat from 
multi- or pan-resistant bacterial infectious agents. In this project, AMPs were tested both in 





Protamin and OH-CATH30 were identified as active against both reference strains and select-
ed mastitis isolates. The coupling of the AMPs was carried out on silicone and led to a reduc-
tion of the germ load by up to two log levels Further optimization of the coupling process and 
the use of additional AMPs, even in combinations, could further increase the antimicrobial 
activity of the surfaces, making them a valuable supplement in the dairy industry and thus 
contributing to the overall reduction of germination. Due to the flexible and versatile silicone 
material, the application of antimicrobial surfaces could be transferred to various areas of 
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Tab. 21: RemuNa-Stammsammlung und ermittelte MHK-Werte 
AMC: Amoxicilli/Clavulansäure, AMP: Ampicillin, CEZ: Cefazolin, CPZ: Cefoperazon, CEQ: Cefquinom, ERY: Erythromycin, K/C: Ka-
namycin/Cephalexin, MAF: Marbofloxacin, OXA: Oxacillin, PEN: Penicillin G, PIR: Pirlimycin, na: nicht analysiert 
IMT Nr. Spezies AMC AMP CEZ CPZ CEQ ERY K/C MAF OXA PEN PIR 
10338 K. pneumoniae < 4/2 8 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
10491 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 8/0,8 1 <1 <0,125 < 1 
10654 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 >= 4 
10809 K. pneumoniae < 4/2 >= 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
11073 K. pneumoniae < 4/2 >= 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
11177 K. pneumoniae < 4/2 >= 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
11996 K. pneumoniae < 4/2 >= 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
15295 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 < 0,25 <1 0,5 <0,125 
16405 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 >= 4 
17756 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 2 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 >= 4 
18132 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 0,5 >=32/3,2 >=2 <1 <0,125 < 1 
19925 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 < 1 
19926 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 < 1 
20631 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 < 1 





IMT Nr. Spezies AMC AMP CEZ CPZ CEQ ERY K/C MAF OXA PEN PIR 
29810 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,126 >= 4 
30267 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 >= 4 
30393 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 >= 4 
31032 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 >= 4 
31181 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 >= 4 
31601 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 >= 4 
31602 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
33331 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 >= 4 
33833 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 >= 4 
35069 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 0,25 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 < 1 
35101 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 >= 4 
37431 E. coli < 4/2 8 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37432 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37433 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37434 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37435 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37436 E. coli < 4/2 >= 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37437 E. coli < 4/2 >= 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37438 E. coli < 4/2 >= 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37439 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 





IMT Nr. Spezies AMC AMP CEZ CPZ CEQ ERY K/C MAF OXA PEN PIR 
37441 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37442 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37443 E. coli < 4/2 >= 16 < 4 8 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37444 E. coli < 4/2 >= 16 < 4 4 2 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37445 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37446 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37447 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37448 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37449 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37450 E. coli < 4/2 >= 16 < 4 4 < 1 >= 4 < 4/0,4 >= 2 >= 4 >= 8 >= 4 
37451 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37452 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37453 E. coli < 4/2 >= 16 16 >= 16 >= 8 >= 4 < 4/0,4 >= 2 >= 4 >= 8 >= 4 
37454 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37455 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37456 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37457 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37458 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37459 E. coli < 4/2 >= 16 < 4 8 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37460 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 >= 2 >= 4 8 >= 4 





IMT Nr. Spezies AMC AMP CEZ CPZ CEQ ERY K/C MAF OXA PEN PIR 
37462 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37463 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37464 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37465 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37466 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37467 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37468 E. coli < 4/2 < 4 < 4 8 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37469 E. coli 8/4 >= 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 >= 2 >= 4 >= 8 >= 4 
37470 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37471 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37472 E. coli < 4/2 >= 16 < 4 8 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37473 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37474 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37475 E. coli < 4/2 8 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37476 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37477 E. coli < 4/2 >= 16 < 4 4 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37478 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37479 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37480 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37481 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 





IMT Nr. Spezies AMC AMP CEZ CPZ CEQ ERY K/C MAF OXA PEN PIR 
37483 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37484 E. coli < 4/2 < 4 < 4 4 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37485 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37486 E. coli < 4/2 >= 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37487 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37488 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37489 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37490 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37491 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37492 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37493 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 2 8 >= 4 
37494 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37495 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37496 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37497 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37498 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37499 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37500 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37501 E. faecium < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 2 32/3,2 2 >= 4 2 <1 
37502 E. faecalis < 4/2 < 4 16 16 2 0,5 16/1,6 1 >= 4 1 2 





IMT Nr. Spezies AMC AMP CEZ CPZ CEQ ERY K/C MAF OXA PEN PIR 
37504 K. pneumoniae < 4/2 >= 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37529 K. pneumoniae < 4/2 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37530 K. pneumoniae < 4/2 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37531 K. pneumoniae < 4/2 >= 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37532 K. oxytoca < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37533 K. oxytoca < 4/2 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37534 K. oxytoca < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37535 K. oxytoca < 4/2 8 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37536 K. oxytoca < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37537 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 >= 4 
37538 S. aureus < 4/2 < 4 8 < 2 2 >= 4 < 4/0,4 >=2 <1 <0,125 <1 
37539 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 >=2 <1 0,25 <1 
37540 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 >=2 <1 <0,125 >= 4 
37541 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 >= 4 
37542 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 >= 4 
37543 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 0,5 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 <1 
37544 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 8 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 >= 4 
37545 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 0,5 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 <1 
37546 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 >= 4 
37547 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 4 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 >= 4 





IMT Nr. Spezies AMC AMP CEZ CPZ CEQ ERY K/C MAF OXA PEN PIR 
37549 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 >= 4 
37550 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 >=2 <1 1 >= 4 
37551 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 0,25 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 <1 
37552 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 >=2 <1 <0,125 >= 4 
37553 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 <1 
37554 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 >= 4 
37555 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 < 0,25 <1 0,25 <1 
37556 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 16 2 >= 4 8/0,8 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
37557 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 >=2 <1 <0,125 >= 4 
37558 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 >= 4 
37559 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 >= 4 
37560 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 < 1 
37561 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 0,25 < 4/0,4 < 0,25 <1 0,25 < 1 
37562 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 >= 4 
37563 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 2 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 >= 4 
37564 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 2 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 < 1 
37565 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 >= 4 
37566 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 >=2 <1 <0,125 >= 4 
37567 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 >= 4 
37568 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 0,5 < 4/0,4 0,5 >= 4 <0,125 4 





IMT Nr. Spezies AMC AMP CEZ CPZ CEQ ERY K/C MAF OXA PEN PIR 
37570 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37571 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37572 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 4 
37573 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37574 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37575 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37576 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 >= 4 
37577 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37578 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37579 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37580 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 4 
37581 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37582 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37583 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37584 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37585 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37586 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 4 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37587 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37588 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37589 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 1 <1 <0,125 < 1 





IMT Nr. Spezies AMC AMP CEZ CPZ CEQ ERY K/C MAF OXA PEN PIR 
37591 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37592 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 < 1 
37593 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 < 1 
37594 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37595 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 < 1 
37596 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37597 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 < 1 
37598 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 2 
37599 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 4 
37600 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 2 
37601 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37602 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37603 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37604 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 2 
37605 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37606 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 < 1 
37607 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37608 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37609 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 < 1 
37610 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 4 





IMT Nr. Spezies AMC AMP CEZ CPZ CEQ ERY K/C MAF OXA PEN PIR 
37612 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37613 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 4 
37614 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37615 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 16/1,6 1 <1 <0,125 2 
37616 K. pneumoniae < 4/2 >= 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37617 K. pneumoniae < 4/2 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37618 K. pneumoniae < 4/2 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37619 K. pneumoniae < 4/2 >= 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37620 K. pneumoniae < 4/2 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37621 K. pneumoniae < 4/2 >= 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37622 K. pneumoniae < 4/2 >= 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37623 K. pneumoniae < 4/2 >= 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37624 K. pneumoniae < 4/2 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37625 K. pneumoniae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 4 >= 4 
37626 K. pneumoniae < 4/2 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37627 K. pneumoniae < 4/2 >= 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37628 K. pneumoniae < 4/2 8 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37629 K. pneumoniae < 4/2 >= 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37630 K. pneumoniae < 4/2 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37631 S. aureus < 4/2 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 >=2 <1 <0,125 >= 4 





IMT Nr. Spezies AMC AMP CEZ CPZ CEQ ERY K/C MAF OXA PEN PIR 
37633 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 2 
37634 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 2 
37635 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 2 
37636 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 2 
37637 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 1 <1 <0,125 < 1 
37638 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 >= 4 
37639 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37640 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 0,5 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 2 
37641 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 1 <1 <0,125 >= 4 
37642 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 4 
37643 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37644 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 2 
37645 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37646 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 < 1 
37647 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 2 
37648 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37649 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37650 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37651 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 1 <1 <0,125 < 1 
37652 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 >= 4 





IMT Nr. Spezies AMC AMP CEZ CPZ CEQ ERY K/C MAF OXA PEN PIR 
37654 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 >= 4 
37655 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 2 
37656 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 >= 4 
37657 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 >= 4 
37658 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37659 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37660 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 4 
37661 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 2 
37662 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 2 
37663 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 0,5 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 2 
37664 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37665 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37666 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37667 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 4 
37668 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37669 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37670 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37671 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 8/0,8 0,5 <1 <0,125 < 1 
37672 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37673 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 1 <1 <0,125 < 1 





IMT Nr. Spezies AMC AMP CEZ CPZ CEQ ERY K/C MAF OXA PEN PIR 
37675 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 >= 4 
37676 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37677 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37678 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37679 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 4 
37680 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37683 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37684 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37685 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37686 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37687 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37688 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37689 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37690 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 >=4 
37691 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 4 
37692 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37693 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37694 S. uberis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37695 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 >= 4 
37696 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 >=4 





IMT Nr. Spezies AMC AMP CEZ CPZ CEQ ERY K/C MAF OXA PEN PIR 
37698 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 0,25 < 4/0,4 <0,25 <1 <0,125 < 1 
37699 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 8 2 0,5 < 4/0,4 < 0,25 >=4 8 < 1 
37701 K. pneumoniae < 4/2 >= 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37847 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37848 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 < 1 
37849 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 < 1 
37850 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37851 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 < 1 
37852 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37853 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 < 1 
37854 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 < 1 
37855 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37856 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 < 1 
37857 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37858 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37859 S. dysgalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
37860 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37861 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37862 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37863 S. uberis na na na na na na na na na na na 





IMT Nr. Spezies AMC AMP CEZ CPZ CEQ ERY K/C MAF OXA PEN PIR 
37865 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37866 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37867 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37868 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37869 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37870 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37871 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37872 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37873 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37874 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37875 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37876 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37877 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37878 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37879 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37880 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37881 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37882 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37883 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37884 S. uberis na na na na na na na na na na na 





IMT Nr. Spezies AMC AMP CEZ CPZ CEQ ERY K/C MAF OXA PEN PIR 
37886 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37887 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37888 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37889 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37890 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37891 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37892 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37893 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37894 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37895 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37896 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37897 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37898 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37899 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37900 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37901 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37902 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37903 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37904 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37905 S. uberis na na na na na na na na na na na 





IMT Nr. Spezies AMC AMP CEZ CPZ CEQ ERY K/C MAF OXA PEN PIR 
37907 S. uberis na na na na na na na na na na na 
37908 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 0,25 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 >= 4 
37909 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 >= 4 
37910 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 >= 4 
37911 K. pneumoniae < 4/2 >= 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37912 E. faecalis < 4/2 < 4 8 8 < 1 1 16/1,6 1 <1 0,5 4 
37913 E. faecalis < 4/2 < 4 16 16 4 0,5 16/1,6 0,5 >= 4 2 < 1 
37914 E. faecalis < 4/2 < 4 8 8 < 1 >= 4 < 4/0,4 0,5 < 1 0,5 >= 4 
37915 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
37916 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 4 >= 4 
37917 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
38013 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
38014 E. coli < 4/2 >= 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 32/3,2 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
38015 K. oxytoca < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
38016 K. oxytoca < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
38017 K. pneumoniae < 4/2 8 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
38018 K. pneumoniae < 4/2 8 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
38019 K. oxytoca < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
38020 K. pneumoniae < 4/2 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
38021 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 





IMT Nr. Spezies AMC AMP CEZ CPZ CEQ ERY K/C MAF OXA PEN PIR 
38023 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
38024 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
38025 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
38026 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
38027 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
38028 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
38029 E. faecalis < 4/2 < 4 < 4 4 < 1 1 >=32/3,2 0,5 <1 0,25 2 
38030 E. faecalis < 4/2 < 4 < 4 4 < 1 1 >=32/3,2 < 0,25 <1 0,5 4 
38031 E. faecalis < 4/2 < 4 < 4 4 < 1 >= 4 >=32/3,2 0,5 <1 0,5 >= 4 
38032 E. faecium < 4/2 < 4 < 4 8 8 2 < 4/0,4 0,5 <1 0,25 < 1 
38033 E. faecium < 4/2 < 4 >= 32 16 >= 8 4 < 4/0,4 0,5 <1 0,5 < 1 
38034 E. faecium < 4/2 < 4 >= 32 >= 16 >= 8 < 0,125 8/0,8 1 <1 1 4 
38035 S. uberis na na na na na na na na na na na 
38036 S. uberis na na na na na na na na na na na 
38037 S. uberis na na na na na na na na na na na 
38038 S. uberis na na na na na na na na na na na 
38039 S. uberis na na na na na na na na na na na 
38040 S. uberis na na na na na na na na na na na 
38041 S. uberis na na na na na na na na na na na 
38253 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 4 < 1 <0,125 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 4 < 1 





IMT Nr. Spezies AMC AMP CEZ CPZ CEQ ERY K/C MAF OXA PEN PIR 
38255 K. pneumoniae < 4/2 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
38256 K. pneumoniae < 4/2 >= 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
38334 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 16/1,6 < 0,25 <1 <0,125 < 1 
38335 K. pneumoniae < 4/2 8 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
38930 Pseudomonas aeruginosa na na na na na na na na na na na 
38931 E. faecium < 4/2 < 4 >=32 >=16 >=8 2 <4/0,4 2 >= 4 1 <1 
38932 E. faecium < 4/2 < 4 >=32 >=16 >=8 2 8/0,8 >=2 4 2 <1 
38933 E. faecium < 4/2 < 4 >=32 >=16 >=8 4 >=32/3,2 2 >= 4 2 <1 
38934 E. faecalis < 4/2 < 4 < 4 8 < 1 1 16/1,6 0,5 <1 0,5 4 
38935 E. faecalis < 4/2 < 4 8 8 < 1 2 <4/0,4 0,5 <1 0,5 4 
38936 L. garvieae na na na na na na na na na na na 
38937 L. garvieae na na na na na na na na na na na 
38938 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 8 2 0,25 <4/0,4 0,5 >=4 2 <1 
38939 K. pneumoniae < 4/2 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >=8 >= 4 
38940 E. faecium < 4/2 < 4 >= 32 >= 16 >= 8 2 >=32/3,2 >=2 >=4 0,5 <1 
38941 L. garvieae na na na na na na na na na na na 
38942 E. faecalis < 4/2 < 4 16 8 4 1 16/1,6 1 >= 4 1 4 
38943 K. oxytoca < 4/2 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
38944 L. garvieae na na na na na na na na na na na 
38945 L. garvieae na na na na na na na na na na na 





IMT Nr. Spezies AMC AMP CEZ CPZ CEQ ERY K/C MAF OXA PEN PIR 
38947 L. garvieae na na na na na na na na na na na 
38948 L. garvieae na na na na na na na na na na na 
38949 E. faecium < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 < 0,125 < 4/0,4 < 0,25 <1 < 0,125 4 
38950 E. faecalis < 4/2 < 4 32 >=16 4 0,5 <=32/3,2 1 >= 4 2 4 
38952 S. dysgalactiae  < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 < 0,125 < 4/0,4 0,5 < 1 < 0,125 < 1 
39026 E. saccharolyticus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 < 0,125 < 4/0,4 >= 2 >= 4 < 0,125 < 1 
39027 L. garvieae na na na na na na na na na na na 
39028 K. oxytoca < 4/2 8 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
39029 K. pneumoniae < 4/2 >= 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
39030 L. garvieae na na na na na na na na na na na 
39031 L. garvieae na na na na na na na na na na na 
39032 L. garvieae na na na na na na na na na na na 
39033 K. oxytoca < 4/2 >= 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
39034 L. garvieae na na na na na na na na na na na 
39035 E. faecalis < 4/2 < 4 16 16 2 1 16/1,6 1 4 0,5 < 1 
39036 E. faecium < 4/2 < 4 >= 32 >= 16 >= 8 2 8/0,8 1 >= 4 1 <1 
39037 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 0,5 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 <1 
39038 L. garvieae na na na na na na na na na na na 
39039 L. garvieae na na na na na na na na na na na 
39040 L. garvieae na na na na na na na na na na na 





IMT Nr. Spezies AMC AMP CEZ CPZ CEQ ERY K/C MAF OXA PEN PIR 
39042 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 <1 
39043 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
39044 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 <1 
39045 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
39046 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
39047 S. dysgalactiae na na na na na na na na na na na 
39048 S. dysgalactiae na na na na na na na na na na na 
39049 S. dysgalactiae na na na na na na na na na na na 
39930 E. cecorum < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 < 0,125 < 4/0,4 1 <1 < 0,125 <1 
39931 E. faecalis < 4/2 < 4 32 >=16 4 0,5 16/1,6 1 >= 4 1 2 
39932 S. dysgalactiae  na na na na na na na na na na na 
39933 S. dysgalactiae  na na na na na na na na na na na 
39934 S. dysgalactiae  < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 < 1 
39935 S. dysgalactiae  na na na na na na na na na na na 
39936 L. garvieae na na na na na na na na na na na 
39937 L. garvieae na na na na na na na na na na na 
39938 L. garvieae na na na na na na na na na na na 
39939 K. pneumoniae < 4/2 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >=8 >= 4 
39940 K. pneumoniae < 4/2 >= 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
39941 E. saccharolyticus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 < 0,125 < 4/0,4 1 <1 < 0,125 <1 





IMT Nr. Spezies AMC AMP CEZ CPZ CEQ ERY K/C MAF OXA PEN PIR 
39943 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 < 1 
39944 K. pneumoniae < 4/2 >= 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
39945 E. saccharolyticus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 < 0,125 < 4/0,4 <0,25 <1 < 0,125 <1 
39946 E. faecalis < 4/2 < 4 16 16 2 1 16/1,6 1 >= 4 1 4 
39947 S. aureus < 4/2 < 4 8 16 2 0,5 < 4/0,4 < 0,25 >=4 8 < 1 
39948 S. aureus < 4/2 < 4 < 4 8 2 0,25 < 4/0,4 < 0,25 >=4 4 < 1 
39949 E. coli < 4/2 >= 16 >=32 >= 16 >= 8 >= 4 32/3,2 2 >= 4 >= 8 >= 4 
39950 E. coli < 4/2 >= 16 >=32 >= 16 >= 8 >= 4 16/1,6 2 >= 4 >= 8 >= 4 
39951 E. coli < 4/2 >= 16 >=32 >= 16 >= 8 >= 4 32/3,2 >= 2 >= 4 >= 8 >= 4 
39952 K. pneumoniae 8/4 >= 16 16 >=16 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
39953 E. faecalis 8/4 < 4 32 >=16 8 0,25 8/0,8 2 >= 4 2 4 
39954 K. pneumoniae < 4/2 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >=8 >= 4 
39955 E. faecalis < 4/2 < 4 16 8 2 1 8/0,8 1 >= 4 1 4 
39956 E. faecalis < 4/2 < 4 16 8 < 1 0,25 8/0,8 0,5 >= 4 0,5 4 
39957 L. lactis na na na na na na na na na na na 
39958 K. pneumoniae < 4/2 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >=8 >= 4 
39959 K. pneumoniae < 4/2 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >=8 >= 4 
39960 E. faecalis < 4/2 < 4 8 8 < 1 1 < 4/0,4 1 2 0,5 < 1 
39961 E. faecalis < 4/2 < 4 32 16 2 1 16/1,6 1 >= 4 1 < 1 
39962 E. faecalis < 4/2 < 4 16 16 < 1 1 8/0,8 0,5 >= 4 1 < 1 





IMT Nr. Spezies AMC AMP CEZ CPZ CEQ ERY K/C MAF OXA PEN PIR 
39964 E. coli < 4/2 >= 16 >=32 >= 16 >= 8 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
39965 E. faecium < 4/2 < 4 >= 32 >= 16 >= 8 4 >=32/3,2 0,5 >= 4 < 0,125 >= 4 
39966 E. faecium < 4/2 < 4 >= 32 >= 16 >= 8 0,25 >=32/3,2 1 >=4 2 < 1 
39967 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >=4 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 >=4 
39968 Streptococcus spp. na na na na na na na na na na na 
39969 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 8/0,8 0,5 <1 <0,125 < 1 
39970 S. agalactiae na na na na na na na na na na na 
39971 E. coli < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 8 >= 4 
39972 S. dysgalactiae  na na na na na na na na na na na 
40431 E. coli < 4/2 >= 16 >=32 >= 16 >= 8 >= 4 16/1,6 >= 2 >= 4 >= 8 >= 4 
40432 K. pneumoniae < 4/2 >= 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
40433 K. pneumoniae < 4/2 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >=8 >= 4 
40434 E. coli < 4/2 >= 16 >=32 >= 16 >= 8 >= 4 8/0,8 >= 2 >= 4 >= 8 >= 4 
40435 E. coli < 4/2 >= 16 >=32 >= 16 >= 8 >= 4 16/1,6 >= 2 >= 4 >= 8 >= 4 
40436 K. pneumoniae < 4/2 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >=8 >= 4 
40437 K. pneumoniae < 4/2 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >=8 >= 4 
40438 E. coli < 4/2 >= 16 >=32 >= 16 >= 8 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
40670 S. parauberis na na na na na na na na na na na 
40671 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 1 <1 <0,125 < 1 
40672 E. faecalis < 4/2 < 4 < 4 4 < 1 >=4 8/0,8 0,5 <1 0,5 >=4 





IMT Nr. Spezies AMC AMP CEZ CPZ CEQ ERY K/C MAF OXA PEN PIR 
40674 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 16/1,6 1 <1 <0,125 < 1 
40675 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
40676 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 1 <1 <0,125 < 1 
40677 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
40678 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
40679 E. faecalis < 4/2 < 4 16 16 2 0,5 16/1,6 1 >=4 1 4 
40680 E. faecalis < 4/2 < 4 16 8 2 1 8/0,8 0,5 4 1 >=4 
40681 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
40682 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
40683 E. coli < 4/2 >= 16 >=32 >= 16 >= 8 >= 4 >=32/3,2 < 0,25 >= 4 >= 8 >= 4 
40684 E. coli < 4/2 >= 16 >=32 >= 16 >= 8 >= 4 < 4/0,4 >= 2 >= 4 >= 8 >= 4 
40685 E. coli 16/8 >= 16 >=32 >= 16 < 1 >= 4 < 4/0,4 2 >= 4 >= 8 >= 4 
40687 E. faecalis < 4/2 < 4 32 8 2 4 >=32/3,2 1 2 0,5 >=4 
40688 E. faecium < 4/2 < 4 16 8 2 0,5 8/0,8 1 >=4 1 4 
41523 E. faecalis < 4/2 < 4 16 16 4 1 16/1,6 1 >=4 1 4 
41524 K. pneumoniae < 4/2 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >=8 >= 4 
41525 K. pneumoniae < 4/2 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >=8 >= 4 
41526 K. pneumoniae < 4/2 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >=8 >= 4 
41527 E. faecalis < 4/2 < 4 16 16 4 1 16/1,6 0,5 >=4 1 4 
41528 E. faecalis < 4/2 < 4 16 16 4 1 16/1,6 < 0,25 >=4 1 4 





IMT Nr. Spezies AMC AMP CEZ CPZ CEQ ERY K/C MAF OXA PEN PIR 
41530 E. faecalis < 4/2 < 4 16 8 < 1 0,25 16/1,6 0,5 >=4 0,25 4 
41531 E. faecalis < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 1 8/0,8 0,5 >=4 < 0,125 < 1 
41532 E. faecalis < 4/2 < 4 16 16 4 1 16/1,6 0,5 >=4 1 2 
41533 K. pneumoniae < 4/2 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >=8 >= 4 
41534 E. faecium < 4/2 < 4 >= 32 >= 16 >= 8 2 16/1,6 1 >=4 1 > 1 
41535 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 1 <1 <0,125 < 1 
41536 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 1 <1 <0,125 < 1 
41537 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 1 <1 <0,125 < 1 
41538 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 1 <1 <0,125 < 1 
41539 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 8/0,8 1 <1 <0,125 < 1 
41540 S. gallolyticus < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
41541 K. pneumoniae < 4/2 16 < 4 < 2 < 1 >= 4 < 4/0,4 < 0,25 >= 4 >=8 >= 4 
41542 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
41543 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
41544 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 < 1 
41545 E. faecalis < 4/2 < 4 8 16 < 1 1 32/3,2 1 >=4 1 2 
41546 E. faecalis < 4/2 < 4 16 16 < 1 1 32/3,2 1 >=4 1 < 1 
41547 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 8/0,8 1 <1 <0,125 < 1 
41548 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 1 <1 <0,125 < 1 
41549 E. faecalis < 4/2 < 4 16 16 2 1 16/1,6 0,5 4 1 4 





IMT Nr. Spezies AMC AMP CEZ CPZ CEQ ERY K/C MAF OXA PEN PIR 
43661 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 < 0,25 <1 <0,125 < 1 
43662 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
43663 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
43664 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 <0,125 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
43665 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 0,5 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
43666 S. agalactiae < 4/2 < 4 < 4 < 2 < 1 >=4 < 4/0,4 0,5 <1 <0,125 < 1 
43667 E. faecalis < 4/2 < 4 16 16 < 1 2 <4/0,4 1 4 1 2 
43668 E. faecalis < 4/2 < 4 8 16 < 1 0,25 <4/0,4 < 0,25 <1 1 2 
43669 E. faecalis < 4/2 < 4 8 8 < 1 1 <4/0,4 0,5 <1 0,5 >=4 
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